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A grande importância da cana-de-açúcar e seus derivados tem resultado em grande 
investimento financeiro e científico. Esse fato se deve, principalmente, à complexidade do 
genoma da cana e às dificuldades encontradas na obtenção de novas cultivares mais 
produtivas, através dos métodos tradicionais de seleção. A construção de mapas genéticos 
de ligação permite associar locos mapeados com características de interesse econômico, 
podendo acelerar o processo de melhoramento da espécie. Logo, a utilização dos 
marcadores em estudos de mapeamento genético e de QTL’s (Quantitative Trait Loci) tem 
proporcionado um importante progresso no conhecimento da estrutura genética e genômica 
da cana-de-açúcar. Utilizando uma população segregante derivada do cruzamento entre as 
variedades comerciais IACSP95-3018 e IACSP93-3046, contendo 187 indivíduos F1, esta 
tese teve como objetivo realizar o mapeamento genético funcional e o mapeamento de 
QTLs de características de importância econômica. Para tanto, as características avaliadas 
foram diâmetro, peso, altura, porcentagem de fibra, conteúdo de sacarose (Pol) e conteúdo 
de sólido solúvel (Brix), em dois locais, por três anos (2012, 2013 e 2014) que se juntaram 
a dois outros anos, previamente coletados.  O mapa se originou de 421 marcas (SSRs, 
AFLP e SNPs em dose única) ligadas, e resultou em 118 grupos de ligação e 16 grupos de 
homologia, com cobertura de 4512,6 cM. Utilizando mapeamento por intervalo composto 
(CIM), os QTLs foram mapeados, gerando um total de 25 QTLs, sendo seis QTLs para 
diâmetro, cinco para peso, quatro para altura, cinco para fibra, dois para Pol e três para 
Brix. A proporção da variação fenotípica explicada por QTL variou de 0,069% a 3,87%. 
Em paralelo, realizou-se o desenvolvimento de marcadores SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphism) em genes envolvidos em duas vias metabólicas de extrema importância 
para a cana-de-açúcar, a via de Fotossintética C4 e a via de Metabolismo de Sacarose. No 
total, 130 locos SNPs foram desenvolvidos, analisados e caracterizados pelo programa 
SuperMASSA. Estimando a ploidia e a dosagem alélica de cada loco SNP, um alto número 
de locos SNPs com ploidias elevadas foi detectada, resultando na identificação de 
aproximadamente 80% dos locos estudados com evidências de, ao menos, duplicação no 
genoma de parentes próximos a cana-de-açúcar (sorgo, milho ou arroz). Os resultados desta 
tese podem auxiliar programas de melhoramento da espécie pela identificação de 
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marcadores SNPs em genes relacionados a características de interesse econômico e o 

















































The importance of sugarcane crop has resulting in a high financial and cientific 
support. Because, mainly, the genetic complexity of sugarcane genome and the difficult to 
create new varieties, using traditional breeding methods.The genetic linkage map allow find 
molecular markers associated with important economic traits, helping to accelerate the 
breeding process. In this way, molecular markers associated with genetic mapping and 
QTLs (Quantitative Trait Loci) mapping are important tools to improve the knowledge 
about the genetic and genomic organization of sugarcane genome. The segregating 
population of sugarcane consisted of 187 F1 individuals derived from a cross between 
IACSP95-3018 and IACSP93-3046, this thesis aimed perform a functional genetic mapping 
and QTLs mapping of economic importance. Thus, yield components evaluated were stalk 
diameter (SD), stalk weight (SW), stalk height (SH), stalk number (SN), fiber percentage 
(Fiber), sucrose content (Pol), and soluble solid content (Brix) in two places for three 
harvest years (2012, 2013 and 2014), adding with two previously collected. The genetic 
linkage map had a total of 421 markers (SSRs, AFLP and SNPs in single dose) linked, 
resulting in 118 linkage groups and 16 putative homology groups, with a total length of 
4512,6 cM. Using Composite Interval Mapping (CIM), a total of 25 QTL were detected for 
SD (six QTLs), SW (five QTLs), SH (four QTLs), Fiber (five QTLs), Pol (two QTLs) and 
Brix (three QTLs). The proportion of phenotypic variation explained by each QTL ranged 
from 0.069% to 3.87%. Adding this thesis, the development of SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphism) markers was performed, using genes involved in two important metabolic 
pathways for sugarcane, the C4 Photosynthesis and the Sucrose Metabolism, in total 130 
locus SNPs were developed, analyzed and characterized using SuperMASSA software. 
Ploidy level and allelic dosage were estimated in each SNP loco and a high number of high 
ploidy level was detected, this result induced to search for evidence for gene duplication on 
the sugarcane genome, resulting in 80% of studied loci showing duplication regions in at 
least one relative genome from sugarcane (sorghum, maize or rice). Our results can help 
sugarcane breeding programs, by SNPs markers identification in genes of economic 
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Organização da Tese 
 
Esta tese teve como objetivo auxiliar no entendimento do complexo genoma da cana-
de-açúcar, espécie com grande importância econômica no cenário mundial. A cana-de-
açúcar, por possuir suas variedades comercias atuais resultantes de um cruzamento 
interespecífico, apresenta uma complexa organização genômica, com alto nível de ploidia e 
aneuploidia. Para tanto, o objetivo principal da presente tese foi o desenvolvimento de um 
mapa genético funcional e mapeamento de QTLs de importância econômica, em um 
cruzamento bi-parental de variedades comerciais da espécie. Os resultados obtidos durante 
o período de doutoramento estão apresentados no formato de dois artigos, ainda não 
publicados. 
O Capítulo 1 aborda a construção do mapa genético e o mapeamento de QTLs. Um 
total de 187 indivíduos F1, provenientes do cruzamento entre as variedades IACSP95-3018 
e IACSP93-3046, foram avaliados em dois locais. No total, 421 marcas (em dose única) 
foram ligadas ao mapa, resultando em 118 grupos de ligação e 16 grupos de homologia, 
com cobertura total de 4512,6 cM. Importante ressaltar que esse é o primeiro mapa genético 
em cana-de-açúcar a utilizar marcadores SNPs classificados em nível de ploidia e dosagem. 
O mapeamento de QTLs ressultou em 25 QTLs, sendo seis para diâmetro, cinco para peso, 
quatro para altura, cinco para fibra, dois para Pol e três para Brix. A proporção da variação 
fenotípica explicada por QTL variou de 0,069% a 3,87%. Efeitos aditivos e de dominância 
foram estimados considerando cada QTL mapeado, assim como os padrões de segregações 
que variam de 1:1, 3:1 e 1:2:1. Para garantir a correspondência genótipo-fenótipo dos dois 
locais avaliados, e o sucesso da detecção dos QTLs, uma validação da população de 
mapeamento foi realizada, descrita no Anexo I. 
O Capítulo 2 descreve o desenvolvimento de marcadores SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphism) em genes envolvidos em duas vias metabólicas de extrema importância 
para a cana-de-açúcar: a via de Fotossintética C4 e a via de Metabolismo de Sacarose. No 
total, 130 locos SNPs foram desenvolvidos, analisados e caracterizados com o uso do 
programa SuperMASSA, o qual permitiu estimar a ploidia e a dosagem alélica de cada loco 
SNP. Um alto número de locos SNPs com ploidia elevada foi detectado e uma análise foi 
realizada visando identificar evidências de duplicação no genoma da espécie. Os resultados 
obtidos mostram que aproximadamente 80% dos locos estudados apresentavam ao menos 
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duplicação no genoma de parentes próximos à cana-de-açúcar (sorgo, milho ou arroz).  Os 
marcadores SNPs desenvolvidos em genes relacionados a características de interesse 
econômico, os tornam excelentes candidatos a serem aplicados nos programas de 
melhoramento da espécie. 
Visando utilizar os locos SNPs classificados como múltiplas doses e os dados 
fenotípicos obtidos durante cinco anos de avaliações, uma análise de marca simples e de 
correlação genótipo-fenótipo foi realizada através de uma regressão linear para detectar 
evidências de QTLs. Os resultados encontram-se descritos no Anexo II. 
No Anexo III encontra-se um trabalho publicado no periódico BMC Notes, 
“Functional markers for gene mapping and genetic diversity studies in sugarcane”, que 
descreve o desenvolvimento e a caracterização de marcadores microssatélites (EST-SSRs), 
os quais foram empregados e genotipados na população de mapeamento da presente tese e 
serviram para obtenção do mapa genético descrito no Capítulo 1. 
Também houve esforços do grupo para otimização do processo de genotipagem dos 
SNPs na cana-de-açúcar e a classificação desses locos em ploidias estimadas e dosagens, 
auxiliando no conhecimento do genoma da espécie. Esse trabalho rendeu um artigo 
científico, publicado no periódico Scientific Reports (DOI: 10.1038/srep03399), intitulado 
“SNP genotyping allows an in-depth characterisation of the genome of sugarcane and 
other complex autopolyploids”, anexo IV. 
Em paralelo, foi realizado um estudo utilizando o sequenciamento de nova geração 
(NGS) para obtenção do transcriptoma de seis variedades de cana-de-açúcar envolvidos em 
cruzamentos biparentais (IACSP96-3046 e IACSP95-3018, SP81-3250 e RB925345, e 
SP80-3280 e RB835486). Desse trabalho resultou o artigo científico “De Novo Assembly 
and Transcriptome Analysis of Contrasting Sugarcane Varieties” (Anexo V) publicado no 
periódico PlosOne (DOI: 10.1371/journal.pone.0088462). Através desse estudo foi possível 
obter genes únicos para a cana-de-açúcar, e identificar um grande número de marcadores 
moleculares (SSRs e SNPs). Os transcritos obtidos foram utilizados para detecção e 
desenvolvimento dos 130 SNPs descritos no Capítulo 2.  
A presente tese ainda conta com um exemplo de mapeamento genético utilizando 
marcadores SNPs em diferentes dosagens, o qual é exposto em Resultados 
Complementares. As discussões são apresentadas ao longo do trabalho, além de um resumo 
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dos resultados e uma conclusão geral.  Resta-nos a percepção de que a alta complexidade 
genética da cana-de-açúcar a torna um desafio a ser estudado e muito trabalho ainda é 
necessário. Resultados, como os que estão sendo apresentados nesta tese, mostram àqueles 






























O complexo genoma da cana-de-açúcar e seu impacto no melhoramento da espécie 
 
A cana-de-açúcar pertence ao grupo botânico conhecido como complexo Saccharum, 
cujo centro de origem é a região do Sudeste Asiático, com destaque para Nova Guiné, 
China e Índia (Roach e Daniels, 1987). Há relatos da sua domesticação desde os tempos 
remotos, datando de 6.000 anos a.C (Daniels, 1975). No Brasil, oficialmente foi Martim 
Afonso de Souza que, em 1532, trouxe a primeira muda de cana-de-açúcar. A partir do 
desenvolvimento de sua cultura em Pernambuco e Bahia, os engenhos de açúcar se 
multiplicaram pelo país, graças à excelente adaptação, ao clima favorável e ao solo fértil. 
Após 50 anos de sua introdução, o Brasil já havia conquistado o monopólio mundial de 
produção de açúcar (Figueiredo, 2008). 
Caracteriza-se por ser uma planta herbácea, alógama, autopoliploide (resultado da 
duplicação de um único genoma) e cultivada principalmente em regiões tropicais e 
subtropicais. Pertence à família das gramíneas (Poaceae), tribo Andropogoneae, faz parte 
de um complexo de espécies poliploides do gênero Saccharum, no qual ocorrem 
principalmente seis espécies: S. officinarum L. (2n = 80), S. robustum J. (2n = 60-205), S. 
barberi J. (2n = 81-124), S. sinense R. (2n = 111-120), S. spontaneum L. (2n = 40-128) e S. 
edule H. (2n = 60-80) (Daniels e Roach,1987). S. officinarum L. destaca-se das demais 
devido às suas boas características agronômicas, principalmente o alto teor de sacarose, 
sendo denominada “cana nobre” (Matsuoka et al., 1999; Landell e Bressiani, 2008). 
As atuais variedades cultivadas de cana-de-açúcar são resultantes da progênie de 
híbridos interespecíficos de S. officinarum (2n=80, x=10), a qual contribui com o alto teor 
de açúcar, e S. spontaneum (2n=40-128, x=8), responsável pelo vigor vegetativo e 
resistência aos estresses bióticos e abióticos. Para recuperar as características de produção 
de açúcar no híbrido, fixando os genes de vigor e resistência, uma série de 
retrocruzamentos foi realizada, utilizando a espécie S. officinarum como genitor recorrente. 
Dessa forma, foi obtido um híbrido resistente ao estresse biótico e abiótico e bom produtor 
de açúcar. Essa foi a primeira iniciativa dos programas de melhoramento de cana-de-
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açúcar, visando aumentar sua produção e sua resistência a pragas e doenças. Tal processo 
foi denominado de nobilização da cana-de-açúcar (Oliveira et al., 2007). 
Por conta desse processo de nobilização, o genoma das cultivares modernas 
apresenta, predominantemente, cromossomos derivados de S. officinarum e apenas 10% a 
20% de cromossomos derivados de S. spontaneum, como ilustrado na Figura 1 (D’Hont et 
al., 1996; Grivet et al., 1996; D’Hont, 2001), com o número total de cromossomos variando 
de 100 a 130. Devido à diferença estrutural entre os cromossomos dessas duas espécies que 
deram origem ao híbrido, as variedades modernas de cana-de-açúcar possuem variação da 
proporcionalidade numérica (aneuploidia) nos eventos de recombinação (Grivet e Arruda, 
2001). Esses eventos biológicos aliados à alta ploidia impõem dificuldades no uso de 
técnicas moleculares convencionais para os estudos genéticos e sua aplicação em 
programas de melhoramento da espécie. Considerando esses fatores, a cana-de-açúcar, 
dentre as espécies cultivadas e atualmente estudadas, é considerada a de maior 
complexidade genética (Manners et al., 2004). 
 
 
Figura1. Representação esquemática do genoma das variedades comerciais atuais de cana-
de-açúcar (D’Hont, 2005). Cada barra representa um cromossomo e cada cor representa 
uma origem, caracterizando a sua natureza poliploide, aneuploide e origem interespecífica. 
 
Um programa de melhoramento de cana-de-açúcar visando à identificação de um 
genótipo superior tem início com a obtenção de variabilidade genética através do 
cruzamento, geralmente, entre cultivares comerciais ou clones pré-comerciais que sejam 
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distintos entre si e com bons atributos agronômicos (Cruz et al., 2004). Em razão da cana-
de-açúcar ser uma espécie alógama e de propagação vegetativa, existe uma grande 
variabilidade genética já na primeira geração de cruzamento (F1), originando progênies 
altamente heterozigóticas. Devido à propagação vegetativa, ocorre a fixação do potencial 
genético individual do clone, e não há alteração genética ao longo das gerações (Borém e 
Miranda, 2005). Vale ressaltar que cada programa de melhoramento adota estratégias 
específicas de acordo com suas necessidades e objetivos, porém entre a realização do 
cruzamento até a identificação do genótipo superior demanda-se entre 10 a 12 anos 
(Matsuoka et al., 1999a; Landell e Bressiani, 2008). 
Sendo a cana-de-açúcar uma cultura de grande valor econômico, a importância dos 
seus derivados, principalmente o açúcar e o etanol, geram milhões de reais por ano e fazem 
do Brasil o maior produtor mundial desses produtos. A área cultivada com cana-de-açúcar 
que será colhida e destinada à atividade sucroalcooleira na safra 2014/15 está estimada em 
9,1 milhões de hectares (CONAB, 2014). Aliado a isso, a produtividade média brasileira na 
atual temporada da safra 2014/15 está estimada em 72 toneladas/ha, com a produção total 
de cana-de-açúcar moída estimada em 659,10 milhões de toneladas (CONAB, 2014). 
Dada à destacada importância da cana-de-açúcar e seus derivados, nos países 
tropicais e subtropicais tem ocorrido um grande investimento financeiro na pesquisa 
científica, visando à obtenção de tecnologia e informações genéticas que auxiliem os 
programas de melhoramento da cultura. Sendo assim, o uso de novas ferramentas genéticas 
e genômicas que auxiliam no entendimento do genoma da cana-de-açúcar podem trazer 
grandes benefícios ao melhoramento da espécie, reduzindo o tempo necessário para a 
obtenção de cultivares mais produtivas e sustentáveis. 
Dentre as ferramentas disponíveis, os marcadores moleculares merecem uma atenção 
especial, principalmente pelo seu uso na construção de mapas genéticos e na identificação 
de regiões do genoma associadas às características de interesse agronômico chamadas de 









Variações genéticas existentes no genoma (DNA) de diferentes indivíduos são 
chamadas de polimorfismos e são consideradas marcadores genéticos. Tais marcadores são 
a base de estudos para análises de genomas (Agarwal; Shrivastava; Padh, 2008). 
 Diferentes técnicas envolvendo o uso de marcadores moleculares possibilitam a 
detecção do polimorfismo existente ao nível do DNA, não sendo influenciados pelo 
ambiente. Assim o uso de marcadores moleculares no melhoramento genético de plantas 
auxilia a ultrapassar barreiras das técnicas tradicionais de melhoramento, nas quais a 
seleção fenotípica de genótipos superiores sofre com a interferência ambiental. Além disso, 
trata-se de um método rápido, quando comparado com as formas tradicionais de seleção, e 
aplicáveis em qualquer estágio de desenvolvimento da planta. 
Dentre as utilizações dos marcadores moleculares para auxiliar no progresso do 
conhecimento da complexidade genética e genômica das variedades modernas de cana-de-
açúcar, alguns passos já foram realizados, como a descoberta e caracterização da 
diversidade entre cultivares (Lu et al., 1994a; Jannoo et al., 1999; Lima et al., 2002; 
Marconi et al., 2011), a escolha das principais variedades muito utilizadas como genitores 
(Glaszmann et al., 1990; D’Hont et al., 1993; Lu et al., 1994b; Jannoo et al., 1999; Nair et 
al 1999) e o conhecimento genético de outros gêneros do complexo Saccharum (Al-Janabi 
et al., 1994; Besse et al., 1996; Alix et al., 1998, 1999). Essas informações são muito 
valiosas para os melhoristas, pois auxiliam na escolha da melhor estratégia para a 
exploração da variabilidade genética existente. 
Porém a utilização mais desejada pelos melhoristas consiste na seleção assistida por 
marcadores (SAM), em que marcadores mapeados, tornam-se candidatos a QTLs, se sua 
posição no mapa coincidir com aquelas de QTLs significativos (Schneider et al. 2001). A 
identificação da associação entre marcador e a característica de interesse é um pré-requisito 
para a aplicação da SAM (Grupta et al. 1999, Morgante e Salamini 2003, Charcosset e 
Moreau 2004, Pinto et al. 2009). Logo, considerando que há existência de uma forte 
associação entre a característica de interesse e o marcador, a probabilidade de ocorrer 
recombinação entre o gene e o loco que controla a variação da característica em questão é 
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consideravelmente reduzida, tornando o marcador perfeito para a seleção indireta de 
fenótipos em um programa de melhoramento. 
 Tendo em vista esse contexto, o desenvolvimento de bancos de dados de marcadores 
moleculares polimórficos que estejam ligados às características agronômicas de interesse é 
imprescindível para que esse objetivo possa ser alcançado. Dentre os marcadores 
moleculares mais utilizados atualmente para estudos genéticos em cana-de-açúcar, 
destacam-se os marcadores microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats) e os 
polimorfismos de base única ou SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). 
Os SSRs são regiões do genoma que contêm repetições em tandem de pequenas 
sequências de nucleotídeos que possuem de uma a seis bases de comprimento (Litt e Luty, 
1989). Seu comprimento pode variar de acordo com o indivíduo, o que resulta no 
polimorfismo que é extremamente útil em estudos de mapeamento genético. Seu 
desenvolvimento em cana-de-açúcar foi iniciado por Cordeiro et al. (2000) e Da Silva 
(2001), que utilizaram coleções de sequências expressas ou ESTs (EST-SSR). 
Posteriormente, diversos estudos identificaram SSRs adicionais em cana-de-açúcar (Pinto 
et al., 2004; 2006; Oliveira et al., 2009 e Marconi et al., 2011). Esses marcadores foram 
amplamente utilizados no mapeamento genético de características de interesse agronômico 
(Garcia et al., 2006; Oliveira et al., 2007).  
Os SNPs são variações na sequência de DNA que ocorrem quando um único 
nucleotídeo na sequência do genoma é alterado. Esses polimorfismos, juntamente com as 
deleções e inserções, são responsáveis pela maior parte das variações em diversos 
organismos (Cho et al., 1999; Rafalski e Tingey, 2008). 
A vasta maioria dos SNPs são bialélicos, mas também podem ocorrer variações 
trialélicas e tetralélicas. Joseph Evans et al., (2014) descrevem a presença de cerca de 15% 
de variações trialélicas e 1% de tetralélicas no genoma de Panicum virgatum, o que condiz 
com a natureza do genoma poliploide desta gramínea. Essas variações podem apresentar 
mutações designadas como transições, quando há trocas de purina-purina (A - G) ou 
pirimidina-pirimidina (C - T), ou transversões, quando há trocas de purina-pirimidina ou 
pirimidina-purina (A – C, A – T, G – C, G – T). Os SNPs ocorrem em regiões codificadoras 
e não codificadoras nos genomas. Em regiões codificadoras, quando resultam em uma 
substituição de aminoácido na sequência proteica são denominados não sinônimos, 
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podendo a substituição ser conservativa ou não conservativa, em função dos aminoácidos 
envolvidos na troca. Nesses casos, podem ocorrer modificações estruturais e funcionais na 
proteína. Quando essas substituições não alteram o aminoácido formado, elas são ditas 
sinônimas. 
 
Marcadores SNPs abrindo caminho para o melhor entendimento do genoma da cana-
de-açúcar 
 
O uso de marcadores moleculares em poliploides tem ficado atrás dos diploides por 
várias complicações: (1) presença de grande classe de genótipos; (2) baixo conhecimento 
do comportamento dos cromossomos; (3) lacuna entre os métodos moleculares e 
estatísticos para estimar, de forma eficiente, as classes genotípicas e, em alguns casos; (4) 
alto nível de ploidia da espécie, como é o caso da cultivares modernas de cana-de-açúcar 
(Mollinari e Serang, 2015). 
Para contornar esses problemas, a vasta maioria dos estudos genéticos em poliploides 
utiliza somente marcadores em dose única. Tais marcadores detectam a presença do 
polimorfismo em somente um cromossomo homólogo por grupo de homologia (Wu et al., 
1992). Dessa forma, mesmo os marcadores co-dominantes têm comportamento similar aos 
marcadores dominantes, caso em que se aplica os SSRs (da Silva et al., 1995), significando 
perdas de informações sobre outras dosagens.  
Nesse cenário, os marcadores SNPs são mais informativos, pois possuem natureza 
codominante em espécies poliploides, ou seja, não só determinam a existência do 
polimorfismo em um determinado loco como também são capazes de determinar a 
abundância das variações alélicas desse loco em diferentes genótipos. No caso especial da 
cana-de-açúcar, a genotipagem de locos SNPs envolve a identificação do polimorfismo e a 
estimação do número de dosagem alélica. Assim, um SNP será polimórfico entre dois 
genótipos quando diferir quanto à base analisada ou quando possuir diferentes números de 
cópias alélicas presentes em cada um dos genótipos. 
As metodologias para detecção de SNPs vêm sendo utilizadas com sucesso em 
diferentes espécies que possuem grande quantidade de ESTs em bancos de dados (Kota et 
al., 2003; Batley et al., 2003). Os dados de sequenciamento de ESTs do projeto SUCEST 
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(Projeto de Sequenciamento de EST de Cana-de-Açúcar - Sugarcane Expressed Sequence 
Tag - Vettore et al., 2001) foi a primeira grande fonte de informações para o 
desenvolvimento de SNPs em cana-de-açúcar (Marconi, 2011; Garcia et al., 2013). Com o 
surgimento do sequenciamento de nova geração ou NGS (Next Generation Sequencing), a 
identificação de SNPs em cana-de-açúcar deu um passo importante, pois tornou possível 
gerar transcritos (sequências do cDNA) com sequenciamento em profundidade (elevado 
número de leitura de um mesmo transcrito), permitindo a identificação de milhares de SNPs 
em milhares de sequências expressas de cana-de-açúcar (Bundock et al., 2009; Cardoso-
Silva et al., 2014). 
Em poliploides, um loco pode carregar múltiplas doses de um nucleotídeo em 
particular. A quantificação desta dosagem é possível quando se utiliza genotipagem do SNP 
de forma quantificativa, como as tecnologias empregadas pelo Illumina Golden GateTM 
(Fan et al, 2003) e pelo Sequenom iPLEX MassARRAY® (Oeth et al, 2007, 2009), que 
geram dois sinais para cada loco SNP. 
 Nesse contexto, a tecnologia iPLEX MassArray (Sequenom Inc., San Diego, 
California, USA) tem se mostrado de grande utilidade para estudos de organismos 
poliploides, por permitir a medida da frequência das diferentes formas alélicas no sítio 
polimórfico. A resolução do espectrômetro de massa MALDI-TOF permite a fácil distinção 
da substituição de nucleobases com variação de DNA de 3-25 nucleobases (Gut, 2004), o 
que corresponde a 1-7 Daltons de massa.  
Com a premissa de que os SNPs são tidos como bialélicos, cada um desses sinais 
corresponde à intensidade registrada por um dos possíveis alelos. Então, o valor esperado 
de cada intensidade do sinal é proporcional à dosagem presente no alelo (Oeth et al, 2009; 
Akuhunov et al, 2009). Assim, se um loco octaploide tiver o genótipo AAACCCCC (três 




Esse comportamento torna os SNPs excelentes marcadores para estudos genéticos em 
espécies poliploides, fazendo com que essa técnica torne possível observar diversas classes 
genotípicas, quando utilizada na genotipagem de populações biparentais, diferentemente 
dos marcadores SSRs (Mollinari, 2012). 
Utilizando essas ideias, Serang et al (2012) propuseram um modelo gráfico 
Bayesiano, que pode ser utilizado para inferir o genótipo, para os locos SNPs, dos genitores 
8 
 
e de cada indivíduo em uma população F1. Além disso, o modelo também possibilita 
estimar o nível de ploida dos SNPs estudados. Assim, Serang et al (2012) e Garcia et al 
(2013) demonstraram que é possível estimar o nível de ploidia e da dosagem de SNPs, 
fornecendo novas possibilidades de estudo para organismos autopoliploides complexos, não 
só em termos de um novo entendimento da organização genética, mas também por 
possibilitar uma maior compreensão de aspectos da evolução e domestificação dessas 
espécies (Garcia et al., 2013). 
Esse novo contexto fornece uma importante ferramenta para o desenvolvimento de 
mapas genéticos de alta qualidade que culminarão em mapeamento de QTLs também em 
melhor qualidade. 
 
Mapeamento genético com enfoque na cana-de-açúcar 
 
Os mapas genéticos possibilitam a localização de genes, estudos de associação de 
genes a características quantitativas, estudos comparativos de sintenia genômica, cobertura 
e análise completa de genomas, além de informações a respeito da arquitetura genética, 
ligações gênicas completas e pleiotropia (Garcia et al., 2006). 
A construção de mapas genéticos é inerentemente mais difícil em espécies poliploides 
do que em diploides por várias razões: (1) a estatística necessária é muito mais complexa 
do que a utilizada em diploides, (2) uma ampla variedade de genótipos é esperada na 
população segregante, (3) há vários modos de formação de gametas e pareamento 
preferencial dos múltiplos cromossomos homeologos, (4) as diferentes frequências dos 
gametas não podem ser identificadas com certeza (Fisher, 1949) devido à segregação dos 
alelos com diferentes níveis de dosagem, e (5) a constituição do genoma de alguns 
poliploides, em especial, a cana-de-açúcar, ainda não é clara e o padrão de herança é difícil 
de ser determinado (Wu et al., 1992; Milboure et al., 2008), pois o número básico de 
cromossomos é diferente em cada espécie de Saccharum (Alwala, Kimbeng, 2010). 
A obtenção de populações provenientes do cruzamento entre linhagens endogâmicas 
(por exemplo, usando retrocruzamentos ou autofecundações), nas quais a maioria dos 
delineamentos são baseados para construção dos mapas genéticos, é impraticável para cana-
de-açúcar, devido ao alto nível de ploidia. Inúmeras autofecundações seriam necessárias 
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para obter homozigose, além da limitação imposta pela depressão por endogamia, que 
impossibilita a realização de autofecundações. Assim uma alternativa muito utilizada foi o 
duplo pseudo-testcross. Essa estratégia consiste na construção de dois mapas individuais 
(um para cada parental), através da identificação de polimorfismos em marcadores de 
dosagem única para cada parental (Grattapaglia e Sederoff, 1994; Shepherd et al., 2003; 
Porceddu et al., 2002; Carlier et al., 2004). 
Os marcadores em dose única tiveram sua utilização proposta por Wu et al. (1992), 
visando contornar as limitações devido à dosagem alélica em poliploides. A proposta se 
baseia no fato de que, ao analisar um marcador, independente de qual seja, e da dose que 
ele possa estar considerando em um loco, somente se analisa a presença ou a ausência dos 
alelos (marcas) de cada marcador. Portanto, somente é possível detectar marcadores em 
dose única (MDU), segregando na proporção 1:1. Esse tipo de marcador pode ser 
visualizado na progênie de um cruzamento biparental, quando o marcador está presente em 
um genitor e ausente em outro; consequentemente 50% da progênie terá a presença do 
marcador (segregação 1:1) (Wu et al.,1992). 
Vários mapas foram feitos utilizando essa estratégia do pseudo-testcross e 
marcadores em dose única segregantes na proporção 1:1 (Daugrois et al. 1996; Ming et al. 
2001, 2002; AlJanabi et al. 2007). Garcia et al.(2006) baseando na metodologia de Wu et 
al. (2002) propôs a utilização dos marcadores segregantes na proporção 3:1, possibilitando 
a construção de mapas genéticos integrados (Oliveira et al., 2007). Essa forma trouxe 
vantagem pois permitiu aumentar a saturação do mapa de ligação e estender a 
caracterização da variação polimórfica em todo o genoma (Garcia et al., 2006). 
Apesar do avanço implementado pelo emprego da metodologia de MDU na análise 
para o mapeamento de cana-de-açúcar, o uso somente de marcadores com segregações 1:1 
e 3:1 torna o conhecimento genético da espécie muito limitado. É conhecido que o uso de 
somente essas segregações é menos informativo que outros tipos, como por exemplo, o uso 
de marcadores que segregam nas proporções 1:2:1 ou 1:1:1:1, no caso de espécies diploides 
(Wu et al., 2002). Assim, como somente uma restrita gama de marcadores pode ser 
utilizada no mapeamento da cana-de-açúcar, torna-se difícil a obtenção de mapas genéticos 





Mapeamento de QTLs 
 
O melhoramento genético tem contribuído significativamente para aumentar a 
produtividade de várias espécies, tornando evidente sua importância para o 
desenvolvimento da agricultura. Grande parte desse avanço é obtido através de esquemas 
de seleção que dependem de critérios científicos e de medições fenotípicas, que refletem o 
valor genotípico do indivíduo para os genes que controlam a característica de interesse sob 
seleção. Entretanto a maioria das características sob seleção, como produção da cana-de-
açúcar, conteúdo de fibra, diâmetro do colmo, altura da planta, peso da planta, entre outros, 
são quantitativas, controladas por vários genes, os quais possuem a expressão altamente 
influenciada pela ação do ambiente (Pastina et al., 2010). 
O mapeamento genético entra nesse contexto e torna possível a localização mais 
precisa desses genes que controlam as características de importância econômica 
(Maliepaard et al., 1997), mapeando o que, em teoria, pode conduzir a SAM (Moahn et al., 
1997; Morgante e Salamini 2003; Charcosset e Moreau 2004; Takeda e Matsuoka 2008). 
Mapear QTL significa fazer inferências em todo o genoma sobre as relações entre o 
fenótipo de caracteres quantitativos (com avaliações das características fenotípicas em 
experimentos de campo apropriados) e o genótipo (avaliação do genoma com base nos 
marcadores moleculares) (Gazaffi, 2010). Essas inferências incluem informações sobre 
número, posição, efeitos, interações dos alelos dos QTLs dentro dos locos (dominância) e 
entre os locos (epistasia) e interações entre QTLs e ambientes (Zeng, 2001). Também torna 
possível um melhor entendimento da base genética da heterose (Garcia et al., 2008), que é 
um fenômeno de grande importância para o melhoramento.  
Para o mapeamento de QTLs é necessário o uso de sofisticadas metodologias 
estatísticas, além de um grande suporte computacional devido à complexidade das análises 
(Pastina et al. 2010). Há diversos métodos de populações provenientes de linhagens 
endogâmicas, tais como análises para cada marca individualmente, baseadas em testes 
estatísticos como o teste t, análise de variância, regressão linear simples (Lynch e Walsh, 
1998; Edwards et al., 1987; Stuber et al., 1987) e teste da razão de verossimilhanças 
(Weller, 1986); mapeamento por intervalo, ou IM (Interval Mapping) (Lander e Botstein 
1989); mapeamento por intervalo composto, ou CIM (Composite Interval Mapping) (Zeng 
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1993, 1994; Jansen e Stam 1994) e mapeamento de múltiplos intervalos, ou MIM (Multiple 
Interval Mapping) (Kao e Zeng, 1997; Kao et al., 1999). Do ponto de vista teórico, há 
diversas vantagens dos modelos MIM sobre os demais (Zeng et al., 1999). Esses modelos 
fornecem resultados úteis para o melhoramento, permitindo, por exemplo, a obtenção dos 
valores genéticos de cada indivíduo para uso na seleção assistida por marcadores (Gazaffi, 
2010). 
No caso da cana-de-açúcar, dada à sua natureza poliploide e à sua alta complexidade 
genética, muitos trabalhos de mapeamento de QTLs foram desenvolvidos, utilizando 
análise de marcas individuais, ou ainda IM (por exemplo, Grivet et al., 1996; Guimarães, 
1999; Hoarau et al., 2001; Ming et al., 2001, 2002; Kido, 2003), geralmente considerando 
os mapas genéticos de cada genitor separadamente (estratégia do pseudo-testcross). Em 
populações derivadas de cruzamentos biparentais, como é o caso da cana-de-açúcar, há uma 
complicação adicional para o mapeamento de QTLs: as fases de ligação entre diferentes 
locos e QTLs não são conhecidas a priori, o que dificulta as análises de ligação e o 
mapeamento de QTLs. Visando contornar algumas dessas limitações, Gazaffi (2009) e 
Gazaffi et al.(2014) desenvolveram uma abordagem para mapear QTLs nesse tipo de 
progênie, expandindo a abordagem de Lin et al. (2003) para o contexto do CIM. Essa 
estratégia foi baseada em probabilidades multipontos (Jiang e Zeng, 1997), propondo uma 
metodologia para mapear QTLs utilizando o CIM, específica para população de irmãos 
completos, o qual possibilita identificar a localização da fase de ligação e a análise do QTL 
com diferentes segregações dos genitores. A utilização desse método promove maior 
acurácia ao mapeamento de QTLs e produz melhores resultados (Souza et al., 2012).  
Dentre os resultados publicados para mapeamento de QTLs em cana-de- açúcar, 
podemos destacar a identificação de uma sonda RFLP em ligação a um gene para 
resistência à ferrugem que apresentava segregação 3 (resistente): 1 (susceptível) na 
progênie (Grivet et al., 1996). Guimarães (1999) detectou uma sonda RFLP associada com 
florescimento em cana-de-açúcar. Ming et al. (2001, 2002), ao considerarem mapeamento 
de QTLs para conteúdo de açúcar, detectaram 36 QTLs para produção de açúcar, peso em 
colmo, número de colmo, conteúdo em fibras e cinzas. Kido (2003) mapeou QTLs para 
diversas características agronômicas em cruzamentos de duas variedades brasileiras de 
cana-de-açúcar. Foram detectados 11 QTLs para Brix, nove para diâmetro dos colmos, sete 
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para número de perfilhos, 21 para altura de colmos, seis para conteúdo de fibras, dois para 
porcentagem de açúcar (POL) e três para produtividade. Além de outros trabalhos como 
Hoarau et al. (2002), McIntyre et al. (2005), da Silva e Bressiani (2005), Reffay et al. 





























Construção de um mapa genético funcional para cana-de-açúcar e mapeamento de 
características de importância econômica na população obtida do cruzamento entre as 






• Genotipar marcadores SNPs na população de mapeamento utilizando a plataforma 
Sequenom iPLEX MassARRAY ® (Sequenom Inc., San Diego, California,USA) 
 
• Caracterizar os SNPs genotipados em ploidia e dosagem (SuperMASSA) 
 
• Integrar marcadores SNPs em um mapa genético prévio construído a partir do 
cruzamento IACSP95-3018 x IACSP93-3046 
 
• Coletar e analisar dados fenotípicos: parâmetros de produção (altura, diâmetro, peso 
e números dos colmos) e parâmetros de qualidade (teor de fibras, sólidos solúveis 
do caldo e teor de sacarose do colmo) 
 
• Detectar QTLs associados às características fenotípicas avaliadas 
 
• Desenvolver marcadores SNPs presentes nos transcritos de cana-de-açúcar para as 
vias Fotossintética C4 e Metabolismo de Sacarose 
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Abstract 
Quantitative Trait Loci (QTL) mapping is an important tool that contributes to the breeding 
programs for sugarcane (Saccharum spp.) by providing information about genetic effects, allelic 
interaction, and the position and number of QTLs, thereby improving our understanding of the 
genetic architecture of quantitative traits. Such information, combined with marker-assisted 
selection, can help breeders reduce the time required to develop new sugarcane varieties. In this 
study, we perform a more informative QTL mapping study for important agronomic traits in a 
commercial sugarcane cross via Composite Interval Mapping (CIM). New approaches generating 
1:2:1 segregation ratio and different ploidy level for SNP markers were used to construct an 
integrated genetic linkage map that also includes AFLP and SSR markers. In total, 688 molecular 
markers with 1:1, 3:1 and 1:2:1 segregation ratios were utilized. We assayed 187 individuals from a 
bi-parental cross between IAC95-3018 and IACSP93-3046 across multiple harvests from two 
distinct locations. Yield components evaluated included stalk diameter (SD), stalk weight (SW), 
stalk height (SH), fiber percentage (Fiber), sucrose content (Pol) and soluble solid content (Brix). 
The resulting genetic linkage map had a total length of 4512.6 cM with 118 linkage groups 
constituting 16 putative homology groups. A total of 25 QTLs were detected for SD (six QTLs), 
SW (five QTLs), SH (four QTLs), Fiber (five QTLs), Pol (two QTLs) and Brix (three QTLs). The 
percentage of phenotypic variation explained by each QTL ranged from 0.069% to 3.87%. The 
additive and dominance effects estimated for each mapped QTL were used to obtain the segregation 
ratio of each QTL (1:2:1, 3:1 or 1:1). Our results provide more information about the genetic 
organization of the sugarcane genome and will assist breeding programs by allowing for a better 
dissection of the complex traits of sugarcane. 





Sugarcane is a complex autopolyploid and outbred species, with a high level of 
heterozygosity. It belongs to the family Poacea, in the genus Saccharum, for which six 
species are often recognized: S. barbari (2n = 111 - 120), S. edule (2n = 60 - 80), S. 
officinarum (2n = 80), S. robustum (2n = 60 - 80), S. sinense (2n = 80 - 140) and S. 
spontaneum (2n = 40 - 128) (Mukherjee, 1957). Modern sugarcane varieties are derived 
from the interspecific hybridization of S. officinarum and S. spontaneum, which results in 
highly polyploid and aneuploid plants. The introduction of this hybridization scheme 
represented a large breakthrough in modern sugarcane breeding, solving disease problems, 
providing increased yields, improving ratooning ability, and increasing adaptability for 
growth under several environmental conditions (Roach, 1972). 
Genetic linkage map construction and QTL mapping are important tools for 
optimizing and improving breeding programs. In addition to information about the genetic 
architecture of traits, linkage and pleiotropy (Garcia et al., 2008), they also provide 
information about gene localization, quantitative traits associated with specific genomic 
regions, genomic synteny analyses, and whole genome quantification, among others. 
However, the construction of genetic maps in sugarcane is more complicated and laborious 
than in diploid species for several reasons: i) the high level of polyploidy and aneuploidy 
results in complex chromosomal segregation patterns during meiosis (Heinz and Tew, 
1987); ii) the mapping progenies are derived from bi-parental crosses between highly 
heterozygous outbred parents, in which there are different numbers of alleles per locus, 
resulting in a mixture of marker segregation ratios in the progeny (Wu et al., 2002; Lin et 
al., 2003); and iii) the linkage phase between markers and markers and QTL is unknown 
(Gazaffi et al., 2014). 
After highlighting these limitations, Wu et al. (1992) proposed the development of 
genetic linkage maps based solely on the segregation analysis of single dose markers. These 
markers represent alleles present in one copy in one of the parents, segregating with a 1:1 
ratio in the progeny, or in one copy in both parents, segregating with a 3:1 ratio (Wu et al., 
2002). The majority of published sugarcane linkage maps have been constructed based on 
single dose and on the double pseudo-testcross strategy (Grattapaglia et al., 1994), which 
results in two individual maps, one for each parent (Daugrois et al., 1996; Ming et al., 
2001; 2002; Aljanabi et al., 2007). However, Garcia et al. (2006) presented an integrated 
sugarcane linkage map that was constructed based on the methodology proposed by Wu et 
al. (2002) and combined information provided by markers segregating with 1:1 and 3:1 
ratios, resulting in an integrated linkage map for both parents. Integrated linkage maps are 
advantageous because more saturated maps are obtained, allowing for better estimates of 
QTL locations and the ability to estimate linkage and linkage phases more accurately than 
in the double pseudo-testcross strategy. This approach was also used for the sugarcane 
linkage map presented by Oliveira et al. (2007). 
Approximately 22 linkage maps (reviewed by Alwala and Kimbeng, 2010) for 
sugarcane exist. The majority of these maps were constructed using molecular markers that 
are read as dominant marker for polyploids (only absence and presence are considered), 
such as Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Random Amplified 
Polymorphism (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), and Simple 
Sequence Repeat (SSR) markers. Modern technologies as the Sequenom iPLEX 
MassARRAY® allow for the evaluation of single-nucleotide polymorphisms (SNP) 
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throughout the genome considering the relative abundance of each allele, i.e., the allelic 
dosage (Garcia et al., 2013). Knowledge of the ploidy level of a SNP can significantly 
increase the information imparted by each locus and provides several advantages for 
genetic analysis. None of the published sugarcane genetic linkage maps are believed to be 
saturated, and the only map made with SNP markers does not consider ploidy level (Aitken 
et al., 2014). 
An important application of genetic linkage maps is quantitative trait loci (QTL) 
mapping, which allows the identification of loci in the genome that contribute to the 
phenotypic variance of a trait. Most of the agronomic traits have a quantitative nature, with 
a polygenic inheritance (Falconer and Mackay, 1996; Lynch and Walsh, 1998) that is 
highly influenced by environmental conditions. QTL mapping studies in sugarcane are 
commonly performed for traits of agronomic importance, such as brown rust (Puccinia 
melano cephala) resistance, smut (Ustilago scitaminea) resistance, yellow spot 
(Mycovellosiella koepkei) resistance, flowering time, sugar yield, stalk height, stalk 
diameter, stalk number, stalk weight and fiber content (reviewed by Pastina et al., 2010). In 
sugarcane, QTL mapping for yield-related traits is usually performed through single marker 
analysis, interval mapping and composite interval mapping on individual maps obtained 
through the double pseudo-testcross strategy. The first QTL mapping study in sugarcane 
involving cane yield and sugar yield was performed by Sills et al. (1995); it was followed 
by other works with important contributions for QTL mapping research, including Ming et 
al. (2001; 2002a; 2002b), Hoarau et al. (2002), McIntyre et al., (2005), da Silva and 
Bressiani, (2005), Reffay et al. (2005), Aitken et al. (2006; 2008), Piperidis et al. (2008), 
Pastina et al. (2012) and Shing et al. (2013), among others.  
The majority of QTL studies in sugarcane are based on two individual genetic maps, 
one for each parent (Daugrois et al., 1996; Ming et al., 2001; 2002; Hoarau et al., 2002; 
Reffay et al., 2005; Aitken et al., 2006; 2008; Shing et al., 2013). According to Pastina et 
al. (2010), in addition to reducing statistical power, use of the pseudo-testcross strategy 
does not allow for the estimation of additive and dominance effects separately, which 
complicates the interpretation of QTL mapping results. Recently, Gazaffi et al. (2014) 
developed an approach for Composite Interval Mapping (CIM) using full-sib progenies. In 
this method, linkage phase and segregation patterns are determined in addition to QTL 
location, allowing for simultaneous analysis of QTLs with different segregation patterns. 
Additionally, Gazaffi et al. (2014) take cofactors into account in the mapping procedure, 
enabling more precise estimates of putative QTL locations in the genome. 
In this study, we constructed an integrated genetic linkage map from a bi-parental 
cross between two Brazilian commercial sugarcane varieties with SSRs derived from 
Expressed Sequence Tags (ESTs), AFLPs and SNPs. The SNPs used here, besides contain 
information about the ploidy level, are also displayed as codominant markers (segregation 
1:2:1 ratio), which have never before been included in a genetic map. We also performed 
QTL mapping using CIM for traits related to cane yield and sugar yield; this methodology 
allows for the reporting of the segregation pattern and additive and dominance effects for 
each putative QTL. 
 
 
Material and Methods 
 
Mapping population and field experiments 
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A full-sib progeny was obtained from a bi-parental cross between the elite clone 
IACSP95-3018 (female parent) and the variety IACSP93-3046 (male parent), which were 
developed by the Sugarcane Breeding Program at the Instituto Agronômico de Campinas 
(IAC). IACSP95-3018 is a promising clone used in the IAC Sugarcane Breeding Program, 
whereas IACSP93-3046 has a high level of sucrose, good tillering and an erect stool habit 
and is recommended for mechanical harvest. 
The full-sib progeny and the sugarcane varieties RB835486 and SP81-3250, used as 
checks, were planted in 2007 in the Sales de Oliveira municipality in the state of São Paulo, 
Brazil, in a randomized complete block design, with four replicates and plots of 2 meter 
rows spaced 1.5 meter apart. The same full-sib progeny were propagated clonally in 2011 
in the Ribeirão Preto municipality, São Paulo, Brazil, following the same design but with 
only three replicates. Both parents and two varieties (SP81-3250 and RB835486) were 
included in each replicate as checks. To confirm that the same individuals were grown in 
both places, a validation process was performed. In total, 187 individual plants were 
confirmed to have grown in both places and these are used in this study. 
The field experiment was evaluated in 2008 (plant cane) and 2009 (ratoon cane) in 
the Sales de Oliveira location and in 2012 (plant cane), 2013 (ratoon cane) and 2014 
(ratoon cane) in the Ribeirão Preto location. 
 
Molecular marker data and map construction 
 
 To construct the linkage map, 187 individuals from the full-sib progeny were 
screened with three different types of molecular markers: SSRs (both genomic (gSSR) and 
Expressed Sequence Tag (EST-SSR)), AFLPs and SNPs. Of the 140 SSRs used, 105 were 
EST-SSRs developed from sequences in the Brazilian Sugarcane EST Project (SUCEST) 
database and presented in Pinto et al. (2004; 2006), Oliveira et al. (2007; 2009), and 
Marconi et al. (2011). The other 35 were gSSRs developed either by CIRAD (Centre de 
Cooperation Internationale em Recherché Agronomique pour le Développement, 
Montpellier, France) and described in Rossi et al. (2003) or by Cordeiro et al. (2000). To 
obtain the AFLP markers, DNA was digested with EcoRI and MseI, and a total of 25 
selected primer combinations (EcoRI/MseI) were screened according to Vos et al. (1995). 
A total of 531 SNP markers were genotyped in the mapping population; these markers were 
also developed from SUCEST database sequences and are described in Garcia et al. (2013). 
The SSR and AFLP amplification products were separated by electrophoresis on 6% 
denaturing polyacrylamide gels and visualized by silver staining according to Creste et al. 
(2001). Markers were scored based on their presence (1) or absence (0) in the parents and 
segregating progeny. Marker segregation (1:1 or 3:1 presence to absence ratio) was verified 
through a chi-square test, using a Bonferroni correction to control type I errors for multiple 
tests (Province, 1999). The SNP genotyping data were generated using a Sequenom iPLEX 
MassARRAY®(Sequenom Inc., San Diego, California, USA) as described in Garcia et al. 
(2013), and each SNP locus was assessed for ploidy level and allelic dosage (number of 
copies of each form) with the SuperMASSA software (Serang et al., 2012). Loci were 
classified as single dose when they had a SNP with only a single copy of one of the alleles 
in one parent, being nulliplex in the other (thus segregating in a 1:1 fashion in the progeny), 
and when both parents had a single copy of the same allele (segregating in a 1:2:1 ratio). 
The SSR markers were named according to their locus of origin followed by a 
number referring to the amplified allele. The AFLP markers were identified by six letters 
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indicating the EcoRI/MseI selective primer followed by a number referring to the amplified 
fragment. The SNPs were named with the abbreviation SugSNP_ followed by a number. 
All markers received a letter to denote parental polymorphism origin according to cross 
type as described by Wu et al. (2002). For example, a D1 locus is heterozygous in 
IACSP95-3018 and homozygous in IACSP93-3046, and a D2 locus is homozygous in 
IACSP95-3018 and heterozygous in IACSP93-3046, with both D1 and D2 loci segregating 
with a 1:1 ratio. A C locus is heterozygous in both parents and displays a 3:1 segregation 
ratio. Genotyping SNP markers with a quantitative method (the Sequenom iPLEX 
MassARRAY®) made it possible to observe the 1:2:1 segregation ratios characteristic of 
B3 loci in the Wu et al. (2002) scheme for the first time in a sugarcane map. 
The linkage map was constructed using the OneMap package (Margarido et al., 
2007) and included only single dose markers (SDMs). To avoid false-positive linkages, a 
stringent LOD score of 5.8 and a recombination frequency of 0.50 were used to determine 
the linkage groups (LGs). A stringent LOD value was used due to the large number of 
evaluated markers and the high number of chromosomes in modern sugarcane cultivars 
(over 100). For the determination of marker order and linkage phases in each linkage group 
having five markers or less, all possible orders were compared, and the most likely order 
was used. For linkage groups with more than five markers, all possible orders for the five 
most informative markers were compared and the most likely order identified. The 
remaining markers were then sequentially localized to the position of highest likelihood 
with respect to that order. The distances in the genetic map were expressed in centimorgans 
(cM) based on the Kosambi mapping function (Kosambi, 1944). 
 
 
Phenotypic data analysis 
 
 The quantitative traits measured corresponded to important agronomic and 
economic components in sugarcane production and included soluble solid content (Brix), 
fiber percentage (Fiber), sucrose content (Pol), stalk weight (SW), stalk diameter (SD) and 
stalk height (SH). Each measurement was obtained in a sample of 10 stalks harvested from 
each individual plot, according to the methods described in Consecana (2006), for both 
plant cane and ratoon crop. Brix denotes the total dissolved solids in cane juice, where as 
Fiber refers to the water-insoluble matter that is present in the stalk. 
To evaluate the phenotypic data obtained in different locations and harvests, an 
appropriate mixed model was adjusted by comparing different structures for the variance-
covariance (VCOV) matrices of genetic (𝑮) and non-genetic effects (𝑹). The statistical 
model used for each trait separately was (bold terms indicate random variables): 
 
𝒀𝑖𝑗𝑟𝑘𝑚 =  𝜇 + 𝐿𝑘 + 𝐻𝑚 + 𝑩𝑗(𝑘𝑚) + 𝑮𝑖(𝑘𝑚) + 𝒆𝑖𝑗𝑟𝑘𝑚 
 
where: 𝒀𝑖𝑗𝑟𝑘𝑚 is the phenotype of the 𝑖 
𝑡ℎgenotype (𝑖 = 1, ⋯ , 𝑛) in the 𝑗𝑡ℎ block (𝑗 =
1, 2, 3), the 𝑟 𝑡ℎreplicate (𝑟 = 1, ⋯ , 4), the 𝑘𝑡ℎlocation (𝑘 = 1, 2) and the𝑚𝑡ℎharvest (𝑚 =
1, 2); 𝜇 is the trait mean; 𝐿𝑘 is the location effect; 𝐻𝑚is the harvest effect; 𝑩𝑗(𝑘𝑚) is the 
block effect of the 𝑗𝑡ℎ block in the 𝑘 𝑡ℎ location and 𝑚𝑡ℎ harvest; 𝑮𝑖(𝑘𝑚) is the genetic 
effect of the 𝑖𝑡ℎ genotype in the 𝑘𝑡ℎ location and 𝑚𝑡ℎ harvest; and 𝒆𝑖𝑗𝑟𝑘𝑚 is the non-genetic 
effect. 𝑮𝑖(𝑘𝑚)was separated into two different groups (𝑮𝑖(𝑘𝑚) =  𝑔𝑖(𝑘𝑚) + 𝑐𝑖(𝑘𝑚)): 𝑔𝑖(𝑘𝑚) 
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representing the random genetic effect of genotype for the 𝑖 𝑡ℎ genotype (𝑖 = 1, ⋯ , 𝐼) and 
𝑐𝑖(𝑘𝑚)representing the fixed genetic effect of genotype for the 𝑖 
𝑡ℎ check (𝑖 = 𝐼 + 1, ⋯ , 𝑛 ). 
 The VCOV matrix 𝑮 was obtained via the Kronecker direct product of 𝑮𝑀  ⊗ 𝑰𝑛𝑔, 
as proposed by Pastina et al. (2012), where 𝑮𝑀 =   𝑮
𝑳 ⊗  𝑮𝐻, ⊗ is the Kronecker direct 
product of genetic effects and 𝑰𝑛𝑔is an identity VCOV matrix of genotypes. To compare the 
factorial combination between locations and harvests, we also considered  𝑮𝑀 =   𝑮
𝑳−𝑯 . 
Likewise, the 𝑹𝑀 matrix was obtained via the Kronecker direct product of  𝑹
𝑳(residual 
effects between locations), 𝑹𝐻 (residual effects between harvests) and  𝑹𝐵(residual effects 
between blocks) matrices, and so 𝑹𝑀 =   𝑹
𝑳 ⊗  𝑹𝐻 ⊗  𝑹𝐵.It was assumed that 
𝒆~𝑁 (0, 𝑹) and 𝒈~ 𝑁(0, 𝑮), where 𝒆 = 11111, ⋯ , 𝑒𝑖𝑗𝑟𝑘𝑚 and𝒈 = 111, ⋯ , 𝑔𝑖𝑘𝑚, 
respectively. Different models for VCOV structures were compared via AIC (Akaike 
Information Criterion) (Akaike, 1974) and BIC (Bayesian Information Criterion) (Schwarz, 
1978). The steps used to select the most appropriated VCOV structure for 𝑮𝑀 matrix were: 
i) test different VCOV structures for  𝑮𝑳; ii) select the most appropriate VCOV structure for 
 𝑮𝑳; iii)maintain the selected VCOV structure for  𝐆𝑳and test different VCOV structures for 
 𝐆𝑯; iv) select the most appropriated VCOV structure for  𝐆𝑯 matrix; and v)set the selected 
structures for  𝑮𝑀 and model  𝑹𝑀. For the factorial combination  𝑮𝑀 =   𝑮
𝑳−𝑯, 
comparisons of different VCOV structures were performed in a single step and so 
the 𝑹𝑀matrix was modeled.For  𝐆
𝑳 and  𝐆𝑯matrices, three andseven different structures 
were compared, respectively. For the 𝑮𝑳−𝑯 matrix, five different models were compared 
(Table 1). Once the G and R VCOV matrices were modeled, BLUPs (Best Linear Unbiased 
Predictor) combining information for locations and harvests were obtained for each trait 
and the variance components were estimated by Residual Maximum Likelihood. All 
statistical analysis described were performed in software Genstat (v. 16.1).  
The broad-sense heritability coefficient was calculated for each trait. Genetic 
correlations were estimated for each pair of traits with BLUPs using the Pearson correlation 
coefficient implemented in R software (R Development Core Team 2013).  
 
Quantitative trait analysis 
 
To test the association between phenotype and genotype, each of the six traits 
related to cane yield and sugar yield were analyzed separately using the joint adjusted mean 
obtained via BLUPs and the Composite Interval Mapping (CIM) methodology (Zeng, 
1993), according to the extended approach described by Gazaffi et al. (2014). Basically, the 
model uses three orthogonal contrasts to estimate the additive effects for each parent and 
the intra locus interaction (dominance effect) for QTL alleles. QTL mapping analysis was 
performed as follows: (i) Conditional multipoint probabilities of QTL genotype for all 
positions in a discrete grid of evaluation points with a step size of 1cM along the genome 
were estimated via Hidden Markov Models (HMM) implemented in the OneMap package 
(Margarido et al., 2007); (ii) genetic predictors were estimated for each position in the 
genome, as described in Gazaffi et al. (2014); (iii) a genome scan was performed (in a grid 
of 1 cM) to detect QTLs; (iv) subsequent to QTL identification, the significance of additive 
(𝛼𝑝, 𝛼𝑞) and dominance (𝛿𝑝𝑞) effects were verified and segregation patterns estimated 
(Gazaffi et al., 2014). The inclusion of cofactors was based on multiple linear regression 
analysis using stepwise selection with AIC. We considered a maximum of 27 cofactors and 
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a window size of 20 cM. The threshold for detection of a QTL was calculated using 1,000 
permutations and a significance level of 0.05 (Churchill and Doerge, 1994) considering the 
distribution of the second highest peak for each linkage group (Chen and Storey, 2006). For 
positions with evidence of putative QTLs, significant marginal effects for 𝛼𝑝, 𝛼𝑞and 
𝛿𝑝𝑞were verified used  LOD scores equivalent to a significance level of 0.05 (Gazaffi et al., 
2014). The proportions of the phenotypic variance (𝑅2) explained by each detected QTL 
were obtained for all effects simultaneously. All analyses were performed in the R 
environment (R Development Core Team 2013). 
 
Table 1 - Different (va)covariance structures for 𝐆M matrix in the mixed model 
GM matrix Structure Description 
𝐆M =  𝑮 
𝐿 ⊗ 𝐈𝑚 𝑥 𝑚 Id Identity: homogeneous genetic variances 
 Diag Diagonal: homogeneous genetic variances 
 Uns Unstructured: heterogeneous genetic 
variances and covariances 
   
𝐆M =  𝑮
 𝐿 ⊗ 𝑮 𝐻 Id Identity: homogeneous genetic variances 
 Diag Diagonal: homogeneous genetic variances 
 AR1 First-order auto-regressive: 
heterogeneous genetic variance and 
covariances decay with time  
 Unif Uniform: homogeneous genetic variance 
and common genetic covariance 
 Unif_Het Uniform Heterogeneous:heterogeneous 
genetic variance and common genetic 
covariance  
 FA1 First-order factor analytic: approximation 
of unstructured matrix 
 Uns Unstructured: heterogeneous genetic 
variances and covariances 
   
𝐆M =  𝑮 
𝐿−𝐻 Id Identity: homogeneous genetic variances 
 Diag Diagonal: homogeneous genetic variances 
 Unif Uniform:homogeneous genetic variance 
and common genetic covariance  
 Unif_Het Uniform Heterogeneous: heterogeneous 
genetic variance and common genetic 
covariance  
 Uns Unstructured: heterogeneous genetic 








Using 140 SSR and 25 AFLP primer combinations, we scored 1102 polymorphic 
markers in this mapping progeny. Of these markers, 634 (57.5%) segregated as single dose 
markers (SDMs) in 1:1 (377) and 3:1 (257) ratios. The 531 SNPs were classified by ploidy 
level using the SuperMASSA software (Serang et al., 2012). Of these, 54 (10.17%) were 
SDMs, with segregation ratios of 1:1 (30) or 1:2:1(24) (Supplementary Material –Table 
S1). The low number of SDMs is in agreement with results from Garcia et al. (2013) and 
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indicates that SDMs are not in the majority in the sugarcane genome. In total, 688 
polymorphic SDMs were used to construct the genetic linkage map. 
The resulting linkage map has 421 markers (61.2%) on 118 LGs, with 267 (38.8%) 
markers remaining unlinked. The LGs vary in length from 1.0 cM to 142.9 cM, with an 
average length of 38.2 cM per LG and an accumulated length of 4512.6 cM. The average 
distance between markers is 10.7 cM, with irregular distribution along the chromosomes. 
Fourteen gaps are present, ranging from 30 cM to 39.7 cM. These gaps show that parts of 
the genome are only partially covered by the markers. The final linkage map is smaller than 
the ones constructed for R570 (Hoarau et al., 2001), Q165 (Aitken et al., 2005; 2014) and 
SP80-180 x SP80-4966 (Oliveira et al., 2007), which have 5849 cM, 9058.3 cM, 9774.4 
cM and 6261.1 cM, respectively. The 118 LGs were used in the establishment of putative 
homology groups (HGs) based on at least one pair of common SSR-derived markers, which 
exhibit co-dominant inheritance. In total, 87 LGs were organized into 16 putative HGs, 
each one containing between 2 and 17 LGs (Supplementary Material-Figure S1). In 
accordance with earlier studies (Hoarau et al., 2001; Aitken et al., 2005; 2014; Raboin et 
al., 2006; Oliveira et al., 2007), markers were not equally distributed within the different 
HGs. The largest HG contained 54 markers distributed along 11 LGs, and the smallest HG 
comprised six markers distributed between 2 LGs. The remaining 31 LGs do not contain a 
pair of SSR-derived markers in common to allow assignment into HGs. In some cases, 
marker order was maintained among LGs. For example, in HGI, the markers scb060, 
SMC1047HA and scb262 were found in the same order on LG4 and LG8. In HGIII, the 
order of the cv038, Cir001 and Cir012 markers was the same on LG30 and LG40. And in 
HGIV, the order of the Cir067, Cir036 and scb312 markers on LG42 was preserved on 
LG44. Gardiner et al. (1993), Aitken et al. (2005; 2014) and Oliveira et al. (2007) also 
reported the preservation of marker order in some LGs belonging to the same HG. 
This is the first map in which SNPs markers segregation in a 1:2:1 fashion and therefore 
being codominant were included, furthermore with information about ploidy level. Of the 
54 SDM SNPs, nine are linked on the map (Table 2), with segregation ratios of 1:2:1 (5) 
and 1:1 (4) and ploidy levels ranging from 6 to 12, estimated by SuperMASSA software. 
These ploidy levels are in agreement with chromosome number estimates for modern 
sugarcane cultivars, which fall between 6 and 14 (D’Hont et al., 1996; D’Hont et al., 2005 
and Garcia et al., 2013). 
 
Table 2 - SDM SNPs linked on the genetic map, with the segregation ratio and ploidy level (estimated using 
SuperMASSA software (Serang et al., 2012)), shown for each. The LG and HG to which they linked are also 
listed.  
ID_SugSNP Segregation Ploidy LG HG 
SugSNP_0032 1:2:1 8 47 IV 
SugSNP_0062 1:1 6 108 unlinked 
SugSNP_0208 1:1 6 105 unlinked 
SugSNP_0209 1:2:1 12 50 V 
SugSNP_0270 1:2:1 6 105 unlinked 
SugSNP_0503 1:1 8 26 II 
SugSNP_0729 1:1 6 25 II 
SugSNP_0764 1:2:1 12 68 IX 





Different structures for the VCOV matrix were compared in a mixed model 
analysis, and the structure with the lowest AIC and BIC values was selected (Table 3). For 
SD, SW and Fiber, the best model for the 𝑮𝑀 matrix was the Uns–AR1 model based on the 
direct product of   𝑮 𝑳 and  𝑮𝑯  matrices for locations and harvests, respectively. For Brix 
and Pol, the best model uses the Uniform structure, considering the factorial combination of 
locations and harvests as a specific environment. The selected model for SD, SW, SH and 
Fiber considers that each location has a particular genetic variance and covariance whereas 
the correlation between harvests decays across consecutive harvests. Likewise, the selected 
model for Brix and Pol allows for a homogeneous genetic variance and a common genetic 
covariance for each environment.  𝑹𝑀(non-genetic effects) matrices were adjusted for all 
traits evaluated in this study. For SD, SW, SH and Fiber, 𝑹𝑀 =   𝑹
𝑳 ⊗  𝑹𝐻  ⊗   𝑹𝐵, 
whereas for Brix and Pol,  𝐑M =   𝐑
𝐋−𝐇  ⊗   𝐑𝐁. In this way, BLUPs were obtained for 
each trait, allowing for the estimation of genetic parameters (Tables 4 and 5). 
 Broad-sense heritability coefficients were high: 80.02 for SD, 71.98 for SW, 69.58 
for SL, 54.48 for Fiber, 53.99 for Brix and 53.20 for Pol. Heritability estimates were 
consistent with the coefficient of variation (CV), showing that the field experiments were 
conducted in good conditions. The highest CV value was associated with SW, as expected 
because this trait is strongly influenced by environment conditions. CV values were low for 
the other traits, ranging from 5.57 for Brix to 12.14 for SH.  
 A total of nine significant pairwise correlation coefficients were found. The highest 
significant phenotypic correlation was found for Brix and Pol (0.91). Intermediate 
significant phenotypic correlations were reported for SD-SW (0.66), SH-SW (0.55), SD-
Fiber (-0.39), SW-Fiber (-0.25), Fiber-Brix (0.25), and SW-Pol (0.22). The lowest 
significant correlation was observed for SD-Pol (0.18) (Table 5). 
 
 
Table 3 – Selected variance-covariance structures for 𝐆M matrices for the mixed model 
Trait 𝑮𝐌 matrix 𝐆M structures 
SD 𝑮𝑀 =   𝑮𝑳 ⊗  𝑮𝑯 Uns ⊗AR1 
SW 𝑮𝑀 =   𝑮
𝑳 ⊗  𝑮𝑯 Uns ⊗AR1 
SH 𝑮𝑀 =   𝑮
𝑳 ⊗  𝑮𝑯 Uns ⊗AR1 
Fiber 𝑮𝑀 =   𝑮
𝑳 ⊗  𝑮𝑯 Uns ⊗Uns 
Brix 𝑮𝑀 =   𝑮
𝑳−𝑯 Unif 
Pol 𝑮𝑀 =   𝑮
𝑳−𝑯 Unif 

















Table 4 -Estimation of genetic parameters using BLUPs for each trait: broad-sense heritability coefficient 
(ℎ2%); genotypic variance (𝜎𝐺
2); phenotypic variance (𝜎𝑃
2); residual coefficient of variation (𝐶𝑉%) and mean 
(µ). 
Parameter SD (cm) SW (kg) SH (cm) Fiber (%) Brix (%) Pol(%) 
ℎ2% 80.02 71.98 69.58 54.48 53.99 53.20 
𝜎𝐺
2 0.021 0.958 99.4 0.199 0.169 0.171 
𝜎𝑃
2 0.092 6.38 697.7 1.13 1.55 1.66 
𝐶𝑉% 9.518 21.033 12.140 7.377 5.570 7.862 
µ 2.68 10.678 191.13 12.75 20.61 15.45 
*stalk diameter (SD), stalk weight (SW), stalk height (SH), fiber percentage (Fiber), soluble solid content (Brix) and sucrose content (Pol 
 
 
Table 5 -Correlation between BLUPs for each phenotypic trait. 
Trait SD (cm) SW (kg) SH (cm) Fiber (%) Brix (%) Pol (%) 
SD 1.000 0.66 -0.10 -0.39 0.00 0.18 
SW 
 
1.000 0.55 -0.25 0.10 0.22 
SH 
  
1.000 0.09 0.12 0.11 
Fiber 
   
1.000 0.25 -0.02 
Brix 
    
1.000 0.91 
Pol 
     
1.000 
*stalk diameter (SD), stalk weight (SW), stalk height (SH), fiber percentage (Fiber), soluble solid content (Brix) and sucrose content 
(Pol) 





 In total, 421 single dose markers (1:1, 3:1 and 1:2:1) were considered in the QTL 
mapping procedure. Based on information from these markers, a total of 25 QTLs were 
detected for SD, SW, SH, Fiber, Pol and Brix using the CIM approach and the integrated 
genetic map constructed in this study (Table 6, Figure 1). For all evaluated traits in plant 
cane and ratoon cane, 1,000 permutation tests were performed, resulting in LOD score 
thresholds of 4.40 for SD, 3.98 for SW, 4.31 for SH, 4.89 for Fiber, 5.75 for Pol, and 6.34 
for Brix. QTLs were identified in 22 linkage groups and 10 distinct homology groups. At 
least one additive or dominance effect was significant for all traits. As expected in studies 
involving sugarcane, the overall proportion of the phenotypic variance (R2) explained by 
QTLs was low, ranging from 0.069% to 3.87%.  Mapped QTLs exhibited segregation ratios 














Table 6 - QTL effects estimated via Composite Interval Mapping (Gazaffi et al., 2014) for SD, SW, SH, Fiber 
(F), Pol (P) and Brix (B) (𝛼𝑝 and 𝛼𝑞 are the additive effects for parents P (IACSP95-3018) and Q (IACSP93-
3046), respectively, and 𝛿𝑝𝑞 is the dominance effect. R
2 is the percentage of phenotypic variance explained by 
each QTL). 
QTL LG (1) Position (cM)(1) LOD(2) 𝛼𝑝(3) 𝛼𝑞(3) 𝛿𝑝𝑞(3) Segregation 𝑅2(%) 
SW.1 36 15 9.48 -0.36 -0.25 - 3:1 0.88 
SW.2 108 11 4.94 -0.10 0.38 - 1:2:1 0.37 
SW.3 75 59.10 4.89 0.22 -0.07 0.11 1:1 3.43 
SW.4 77 16 4.54 -0.12 0.38 - 3:1 0.16 
SW.5 09 6.47 4.29 0.20 - - 1:1 0.09 
        4.93 
         
P.1 111 15.94 8.14 -0.11 - - 1:1 0.34 
P.2 46 10 7.63 -0.072 0.087 0.051 3:1 2.30 
        2.64 
         
B.1 46 33 8.25 -0.10 0.061 0.0508 3:1 1.24 
B.2 61 18.40 7.29 -0.18 0.033 - 1:2:1 0.069 
B.3 49 47 6.78 0.033 -0.090 -0.074 1:2:1 1.85 
                3.16 
         
SD.1 12 43 6.45 0.026 -0.007 -0.42 1:2:1 0.34 
SD.2 43 3.45 5.64 - -0.040 - 1:1 0.18 
SD.3 1 83.01 5.27 0.055 0.022 - 3:1 0.16 
SD.4 67 4 5.04 0.050 -0.040 - 1:1 0.51 
SD.5 75 50 4.92 0.036 0.013 0.031 1:2:1 2.14 
SD.6 90 79.03 4.56 -0.018 -0.036 - 1:1 0.74 
        4.07 
         
SH.1 84 23 5.83 3.17 - - 3:1 1.38 
SH.2 45 12.61 5.52 -3.36 1.35 - 1:1 2.04 
SH.3 118 3.87 5.35 1.87 2.28 - 1:1 0.48 
SH.4 92 37.87 4.95 1.35 2.20 0.018 3:1 0.17 
        4.07 
         
F.1 61 9 6.84 -0.012 -0.135 - 1:1 0.27 
F.2 25 11.34 6.46 -0.20 -0.03 - 1:2:1 3.87 
F.3 2 49 6.46 0.11 - - 1:1 0.26 
F.4 15 10 6.12 -0.128 - - 1:1 2.35 
F.5 116 0 5.86 -0.042 -0.189 - 3:1 0.36 
        7.11 
 *stalk weight (SW), soluble solid content (Brix) ,sucrose content (Pol), stalk diameter (SD), stalk height (SH), and fiber percentage 
(Fiber). 
(1)LG: Linkage Group 
(2) LOD score obtained for each trait separately  (4.03 for SD, 4.15 for SW, 4.77 for Fiber, 5.8 for Pol, and 6.79 for Brix) 







Figure 1- QTLs identified by Composite Interval Mapping (CIM) and associated with Stalk Diameter (SD), 
Stalk Weigh (SW), Stalk Height (SH), Fiber, Pol and Brix in a bi-parental cross between the elite clone 
IACSP95-3018 and the variety IACSP93-3046. 
 
Five QTLs for stalk weight (SW) were detected on linkage groups 09 (6.47 cM), 36 
(15 cM), 75 (59.1 cM), 77 (16 cM) and 108 (11 cM) (Table 5, Figure 1), explaining 0.09%, 
0.88%, 3.43%, 0.16% and 0.37% of the phenotypic variance, respectively. The QTL 
detected on LG36 (HGIII) exhibited the highest LOD score (9.482), a 3:1 segregation 
pattern and additive effects for SW in both parents. The QTL on LG77 had the same 
segregation pattern and an additive effect for SW in both parents. Of the three other 
mapped QTLs for SD, two had significant additive effects for the parent IACSP95-3018 
(LGs 75, 09) and one had significant additive effects for the parent IACSP93-3046 
(LG108). In addition, LG75 also contained a QTL for SD in a nearby region. All mapped 
SW QTLs were located in different HGs, except for one (LG108) that was not assigned to a 
homology group. 
Two QTLs explaining a total of 2.64% of the phenotypic variance were identified 
for Pol. The highest LOD score (8.146) was associated with the QTL detected on LG111 
(15.94 cM) that accounted for 0.34% of the phenotypic variance and segregated in a 1:1 
fashion. This QTL had a significant negative additive effect for the parent IACSP95-3018. 
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The QTL detected on LG46 (10 cM, in HGIV) had a LOD score of 7.634 and a 3:1 
segregation pattern. For this QTL, both parents had significant additive and dominance 
effects on the trait variance. 
Three QTLs were identified for Brix on linkage groups 46 (33 cM), 49 (47 cM) and 
61 (18.4 cM) in HGIV, HGV and HGVII, respectively. The phenotypic variance explained 
by each QTL was 0.069% (LG61), 1.24% (LG46) and 1.85% (LG49). The QTL on LG46 
had the highest LOD score (8.25), a 3:1 segregation pattern and both a negative additive 
effect for parent IACSP95-3018 and a significant positive dominance effect. A QTL for Pol 
mapped to the same linkage group (LG46) approximately 20 cM away (P.2). The Brix QTL 
identified on LG61 had an intermediate LOD score (7.29); this QTL had a significant 
negative additive effect for the parent IACSP95-3018 and segregated in a 1:2:1 fashion. 
The lowest Brix LOD score (6.78) was associated with the QTL detected on LG49, which 
had a negative additive effect for parent IACSP93-3046, a significant negative dominance 
effect and a 1:2:1 segregation pattern. 
The largest number of mapped QTLs was for stalk diameter (SD). Six QTLs 
explained 4.07% of the phenotypic variance (R2) and identified on six different linkage 
groups: 01 (3.46 cM), 12 (43 cM), 43(3.45 cM), 67 (4 cM), 75 (50 cM) and 90 (79 cM). 
The QTL located on LG12 (HGII) had the highest LOD score observed for SD (6.451), 
explained 0.34% of the phenotypic variance and segregated in a 1:2:1 fashion.  
QTL mapping for stalk height (SH) identified four QTLs, explaining 4.07% of the 
phenotypic variance (R2), on different linkage groups: 84 (23 cM), 45 (12.61 cM), 118 
(3.87 cM) and 92 (37.87 cM). The QTL located on LG84 had the highest LOD score (5.83) 
for SD, explained 1.38% of the phenotypic variance and segregated in a 3:1 fashion. The 
same segregation ratio was observed for the QTL on LG92 that explained 0.17% of the 
phenotypic variance. QTLs on linkage groups 45 and 118 had 1:1 segregation ratios and 
contributed 2.04% and 0.48%, respectively, of the phenotypic variance for this trait.  
Five putative QTLs were identified for fiber content on linkage groups 2 (49cM), 
15(10 cM), 25 (11.34 cM), 61(9 cM) and 116(0 cM), accounting for 7.13% of the total 
phenotypic variance (Table 5). The most significant QTL mapped to LG61 (HGVI) with a 
LOD score of 6.841. The proportion of phenotypic variance explained by each QTL 
individually ranged from 0.27 (LG2) to 3.87 (LG25). The QTL on LG25 accounted for 
almost half of the phenotypic variance explained by the mapped QTLs for fiber and 
exhibited a 1:2:1 segregation pattern. This QTL was detected by a SNP marker 
(SugSNP_0729) and classified as hexaploid (Table 1).  
 
Discussion 
 QTL mapping is a useful tool for evaluating genotypes of importance for breeding 
programs because the inheritance of the majority of quantitative traits in sugarcane is 
complex. However, the successful implementation of QTL mapping results depends on the 
construction of reliable genetic linkage maps. Our genetic linkage map contains 118 LGs, 
which is in agreement with the chromosome number expected in modern sugarcane 
varieties derived from S. officinarum (2n= 80) and S. spontaneum (2n= 40 – 128) that have 
a genome composed of approximately 70 - 80% S. officinarum, 10 - 20% S. spontaneum 
and 5 - 17% recombinant chromosomes. Nevertheless, 241 markers remained unlinked. 
This, combined with the reduced size of the majority of LGs, which have an average length 
of 38.2 cM, indicates that the genetic linkage map is not saturated. The lack of saturation 
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can probably be attributed to the low level of polymorphism found in some regions of the S. 
officinarum genome, from which a large part of the genome of modern sugarcane varieties 
originated as a consequence of the nobilization process (Alwala and Kimberg, 2010). 
Grivet et al. (1996), Ming et al. (1998), Hoarau et al. (2001), Aitken et al. (2005), Oliveira 
et al. (2007) and Pastina et al. (2012) also observed small LGs with few linked markers in 
their genetic maps. 
When only single dose polymorphisms are considered, gaps are expected. In our 
linkage map, gaps ranging from 30 cM to 39.7cM were observed; these values are smaller 
than the 40 cM gaps reported by Hoarau et al. (2001). Another possible explanation for the 
large number of unlinked markers is the use of progeny derived from a cross between two 
commercial varieties. This type of cross has complex meiotic behavior, including 
aneuploidy and non-pairing of chromosomes, that could result in a large proportion of 
unlinked markers on the genetic map (Garcia et al., 2006). Using alleles that derived from 
the same SSR or EST-SSR locus and were located on multiple LGs, we identified 16 HGs. 
This is significantly more than the expected basic number of chromosomes for the genus 
Saccharum, which falls between x = 8 and x = 10 (D’Hont et al., 1998; Irvine, 1999; Grivet 
and Arruda, 2001). Five HGs contained only two LGs. The small size of the linkage groups 
may reflect chromosome fragmentation that hinders correct HG grouping, further 
suggesting that the map is not saturated and reinforcing the need to use multiplex markers.  
It is impossible to determine the ploidy level of polymorphisms using molecular 
markers like AFLPs and SSRs due to the dominant nature of these markers. Garcia et al. 
(2013) suggested that most markers in the sugarcane genome are not SDMs, contradicting 
other studies, such as Aitken et al. (2014). Of the 531 SNPs genotyped in our mapping 
population, 54 (10.16%) were SDMs, and only 9 of these were linked on the genetic map. 
However, even if analysis is restricted to SDM SNPs, knowing the ploidy level of the SNPs 
is advantageous for mapping the sugarcane genome because the ploidy level can be an 
indication of the number of chromosomes present in the homology group to which the SNP 
markers map. This ploidy information can now be ascertained, resulting in an improvement 
to genetic mapping in sugarcane. 
The ploidy level and allelic dosage of all SNPs were estimated using SuperMASSA 
software (Serang et al., 2012). As shown in Table 2, SugSNP_0032 was estimated to have a 
ploidy level of 8 and mapped to LG47 in HGIV (Figure 2). This HG comprises seven LGs; 
the ploidy level of 8 for SugSNP_0032 suggests that the HG is not yet saturated and will 
likely contain eight LGs when the map is saturated. SugSNP_0503 and SugSNP_0729 are 
found in HGII on LG25 (11.3 cM) and LG26 (8.3 cM), respectively, and have ploidy levels 
of 8 (SugSNP_0503) and 6 (SugSNP_0729). However, this HG has 17 LGs (Figure 2). The 
LGs to which the SNPs markers mapped are very small, suggesting that this HG will be 


















Figure 2:  Two homology groups (HG) with SNPs markers (in red) mapped. In HG IV, SugSNP_0032 are 
found in LG47. And in HG II SugSNP_0729 and SugSNP_0503 were mapped in LG25 and LG26, 
respectively. 
 
The variation in the ploidy levels (Table 2) of the SNPs mapped to the LGs inside 
the HGs agrees with previously published data indicating that the sugarcane homology 
groups have different numbers of chromosomes (Grivet and Arruda, 2001). The estimation 
of ploidy level for each SNP is essential for further analysis because saturated linkage maps 





considered. Use of these multiplex markers that are widely distributed throughout the 
genome, will probably contribute to increased linkage map coverage of the genome. 
Because the association between genotype and phenotype in sugarcane is based 
upon data from studies at different locations across multiple harvests, it is important to take 
into account appropriate assumptions of variance and covariance matrices for genotype 
effects and residual effects (Smith et al., 2007). The fitted VCOV structure for the genetic 
effects matrix for SD, SW, SH and Fiber was the Uns-AR1 model, showing that each 
interaction, namely, genotype-location-harvest (see Table 3 in results), is inherent for each 
location whereas the correlations between harvests decay with time. By applying mixed 
models to data from trials performed in different environments, it is possible to detect 
heterogeneity in genetic variances and correlations between environments (Malosetti et al., 
2013), allowing for a more realistic understanding of genotypic effects. Analyses that 
account for joint adjusted means, obtained via BLUPs, for different environments should 
improve detection of significant marker-phenotype associations. 
The CVs of phenotypic analyses demonstrate that our field trials had good precision 
and accurate environmental controls. CVs ranged from 5.570 (Brix) to 21.033 (SW). The 
highest CV among all traits was for SW because this is a yield-related trait that is strongly 
influenced by the semi-perennial nature of sugarcane as stem elongation and stem 
formation occur simultaneously. Heritability coefficients had higher values for SD, SW, 
Fiber and SH than to Brix and Pol, indicating that genetic variation explains more of the 
differences between the genotypes under study for SD, SW, Fiber and SH than for Brix and 
Pol. Pairwise phenotypic correlations performed in this study suggest that certain traits, 
such as Brix-Pol and SW-SD, are highly correlated. Brix and Pol measurements both 
depend on the proportion of sugar in sugarcane stems and therefore are expected to exhibit 
a significant correlation. We also observed significant negative correlations for Fiber-SD 
and Fiber-SW. Similar phenotypic correlations between the aforementioned traits were 
reported by Mancini et al. (2012) using the same bi-parental cross described in this study, 
confirming the correlations between the traits in this population. 
CIM offers several advantages over single marker and interval mapping approaches 
(Zeng, 1993; 1994; Jansen and Stam, 1994). However, there are few studies reporting the 
use of CIM in QTL mapping for sugarcane yield-related traits (Aitken et al., 2008; Gazaffi, 
2009; Shing et al., 2013) and only Gazaffi (2009) reported the construction of an integrated 
linkage map prior to performing the QTL mapping procedure. QTL mapping results are 
more informative when the CIM method is performed with an integrated genetic linkage 
map and the genotypes at QTLs are obtained via multipoint conditional probabilities. The 
mapping method proposed by Gazaffi et al. (2014) and employed here proves to be an 
excellent approach to QTL mapping in outbred species using a full-sib progeny obtained 
from two non-inbred parents. Our QTL mapping results provided estimates of additive 
effects, dominance effects and segregation patterns for QTLs. Using this approach makes it 
possible to obtain the segregation pattern of mapped QTLs, including those QTLs located 
in less informative regions. In addition, our results are very useful for marker-assisted 
selection because it is possible to identify, in each parent, the alleles that contribute to 
increased or decreased values of a specific phenotypic trait.  
Because our study involved field experiments with the same mapping population in 
two locations, a validation process ensured that the genotypes in both places were 
consistent. Even though a low number of QTLs were detected, confirmation of the relation 
between genotype and phenotype in both field locations gives us more confidence in the 
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mapped QTLs. A total of 25 QTLs were identified, including six for SD, five for SW, four 
for SH, five for Fiber, two for Pol and three for Brix. All QTLs for a given trait were 
located on different linkage groups.   The values of estimated heritability coefficients for 
Brix (53.99) and Pol (53.20) may have caused a decrease in the QTL detection power. 
Comparisons between QTL mapping results from different sugarcane studies is difficult 
due to differences in parental variety, experimental designs and environments, among 
others. However, several studies reported the detection of a low number of QTLs associated 
with cane yield and sugar yield traits once all genetics maps in sugarcane use only single 
dose markers and are not saturated yet (Sills et al., 1995; Ming et al., 2002a; 2002b; Jordan 
et al., 2004; da Silva and Bressiani, 2005; Aitken et al., 2006; Piperidis et al., 2008).  
Furthermore, by including additional markers as cofactors into mapping model, both 
the variation associated with QTLs located outside the mapping interval and the detection 
of false-positive QTLs was reduced. Note that all mapped QTLs had a good performance 
when the average of environments (location 𝑥 harvest) was considered. Because we used 
BLUPs in the QTL mapping procedure, we cannot draw conclusions about QTL stability 
across different combinations of environments (i.e., location and harvest). Such claims can 
be made with mapping models that take the QTL-location-harvest interaction into account, 
as suggested by Pastina et al. (2012).  
All mapped QTLs showed significant additive and/or dominance effects (with a 
predominance of additive effects), indicating that the associated alleles contribute to the 
variation observed in the investigated traits, in particular these effects detected on 
IACSP95-3018 because it is a promising clone used as a parent in the IAC Sugarcane 
Breeding Program. The significant dominance effects detected for QTLs SD.1, SD.5, P.2, 
B.1 and B.3 are important for understanding the genetic complexity of sugarcane. The 
percentage of phenotypic variation explained by each QTL is low, ranging from 0.069 (B.2) 
to 3.87 (F.2). Given the high level of polyploidy in sugarcane, individual QTLs are 
expected to have limited effects on phenotype. Hoarau et al. (2002) found R2 values ranging 
from 3% to 7%; Aitken et al. (2006) reported a variation between 2% to 8%; and Aitken et 
al. (2008) observed R2 values between 2% a 10%. Ming et al. (2002a) reported a 
phenotypic variation with more influence on evaluated traits, with R2 values ranging from 
3.8% to 16.2%. The inclusion of more molecular markers and the use of mapping models 
that consider multiple traits and multiple environments would likely increase the proportion 
of the phenotypic variation explained by each QTL. The same is valid for markers and QTL 
with higher dosages. 
 QTLs that demonstrated 1:1 segregation pattern each exhibited one significant 
effect (𝛼𝑝, 𝛼𝑞 or 𝛿𝑝𝑞), except for SH.3. Six QTLs displayed a 1:2:1 segregation pattern, of 
which three had two significant effects and three had one significant effect. All estimated 
effects were significant for QTLs that met the expectations of the hypothesis tests for 
effects described by Gazaffi et al. (2014) and segregated in 3:1 ratios. This information 
helps us understand the behavior of the QTL alleles in the progeny. 
QTLs for correlated traits that map to neighboring or overlapping regions of the 
same linkage group are important for future investigations involving linkage and pleiotropy. 
SD and SW have a significant positive phenotypic correlation, and QTLs for both (SD.5 
and SW.3) were detected in close proximity on LG75 (HGXI). These QTLs may actually be 
a single pleiotropic QTL. Brix and Pol also have a significant positive phenotypic 
correlation and QTLs for both (P.2 and B.1) mapped to the same linkage group (LG46 and 
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HGIV). The mapping profiles for these QTLs were similar, possibly indicating a second 
pleiotropic QTL. QTLs for Fiber and Brix (F.2 and B.2) mapped to LG61 (HGVII). These 
traits had a significant positive phenotypic correlation. 
 Several factors hinder the dissection of polyploidy genomes by QTL mapping, 
including the small number of markers; the use of SDMs only; the large proportion of 
unlinked markers, resulting in poorly saturated maps; and the absence of inbred lines, 
which reduces mapping accuracy. We used mixed models applied to phenotypic data, which 
allowed us to model VCOV structures for genetic effects to predict genotype values and to 
avoid an unbalanced data scenario. Moreover, QTL genotypes were estimated via 
multipoint conditional probabilities, providing advantages such as an increase in the 
statistical power for QTL detection. We also mapped QTLs into an integrated genetic 
linkage map via a CIM approach that included additive and dominance effects, enabling us 
to estimate segregation patterns and linkage phases for all 25 QTLs. 
The limit on the power of QTL detection could be overcome by the advent of a 
single-nucleotide polymorphism (SNP) technology that uses a statistical innovation to 
interpret data from polyploids (Debibakas et al., 2014), moving from dominant markers to 
bi-allelic SNPs with ploidy and dosage information as reported by Garcia et al. (2013). In 
this study, we were able to infer about ploidy level and allelic dosage for SNPs, but because 
we used only SDMs, the linkage map did not provide full coverage of the genome and QTL 
was likely underestimated. 
This study is the first to include SNPs segregating in a codominant pattern (1:2:1) 
allowing a better interaction of the map and also better statistical tests of this pattern for 
QTL. Presumably, utilization of multiple dose markers will lead to more precise QTL 
locations and better estimates of QTL effects, segregation patterns and interactions in 
addition to a more saturated genetic linkage map. Therefore, the development of new 
approaches that include ploidy and dosage information is necessary to better understand 
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Table S1– SDM SNPs used in the construction of the genetic map, with the segregation ratio, ploidy level and 
allelic dosage (calculated using SuperMASSA software) shown for each. P1_a1 is the number of copies of 
allele 1 in parent 1 (IACSP95-3018),whereas P1_a2 is the number of copies of allele 2. Similarly, P2_a1 and 
P2_a2 are the number of copies of allele 1 and allele 2, respectively, for parent 2 (IACSP93-3046). 
ID_SugSNP Segregation Ploidy P1_a1 P1_a2 P2_a1 P2_a2 
SugSNP_0010 1:2:1 20 19 1 19 1 
SugSNP_0030 1:1 12 12 0 11 1 
SugSNP_0032 1:2:1 8 7 1 7 1 
SugSNP_0057 1:1 6 6 0 5 1 
SugSNP_0062 1:1 6 5 1 6 0 
SugSNP_0066 1:1 8 8 0 7 1 
SugSNP_0109 1:1 20 19 1 20 0 
SugSNP_0122 1:2:1 2 1 1 1 1 
SugSNP_0166 1:2:1 4 3 1 3 1 
SugSNP_0176 1:1 4 4 0 3 1 
SugSNP_0190 1:1 6 5 1 6 0 
SugSNP_0194 1:1 2 2 0 1 1 
SugSNP_0208 1:1 6 5 1 6 0 
SugSNP_0209 1:2:1 12 11 1 11 1 
SugSNP_0220 1:2:1 20 19 1 19 1 
SugSNP_0225 1:2:1 2 1 1 1 1 
SugSNP_0229 1:1 18 18 0 17 1 
SugSNP_0230 1:1 20 20 0 19 1 
SugSNP_0240 1:2:1 20 19 1 19 1 
SugSNP_0241 1:1 18 18 0 17 1 
SugSNP_0244 1:1 6 5 1 6 0 
SugSNP_0250 1:1 4 3 1 4 0 
SugSNP_0263 1:1 6 5 1 6 0 
SugSNP_0270 1:2:1 6 5 1 5 1 
SugSNP_0280 1:2:1 6 5 1 5 1 
SugSNP_0301 1:1 16 16 0 15 1 
SugSNP_0374 1:2:1 20 19 1 19 1 
SugSNP_0404 1:2:1 20 19 1 19 1 
SugSNP_0442 1:2:1 20 19 1 19 1 
SugSNP_0456 1:1 6 5 1 6 0 
SugSNP_0487 1:1 6 5 1 6 0 
SugSNP_0503 1:1 8 8 0 7 1 
SugSNP_0506 1:2:1 4 3 1 3 1 
SugSNP_0520 1:2:1 20 19 1 19 1 
SugSNP_0548 1:1 6 6 0 5 1 
SugSNP_0569 1:2:1 4 3 1 3 1 
SugSNP_0573 1:1 20 19 1 20 0 
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SugSNP_0603 1:1 6 5 1 6 0 
SugSNP_0619 1:1 18 17 1 18 0 
SugSNP_0643 1:2:1 20 20 0 19 1 
SugSNP_0646 1:1 10 9 1 10 0 
SugSNP_0674 1:2:1 14 13 1 13 1 
SugSNP_0696 1:1 10 9 1 10 0 
SugSNP_0699 1:1 10 9 1 10 0 
SugSNP_0729 1:1 6 6 0 5 1 
SugSNP_0764 1:2:1 12 11 1 11 1 
SugSNP_0812 1:2:1 20 19 1 19 1 
SugSNP_0828 1:2:1 8 7 1 7 1 
SugSNP_0837 1:1 4 4 0 3 1 
SugSNP_0846 1:1 6 5 1 6 0 
SugSNP_0863 1:2:1 2 1 1 1 1 
SugSNP_0895 1:2:1 2 1 1 1 1 
SugSNP_0920 1:1 4 3 1 4 0 























Figure S1: Genetic linkage map derived from a bi-parental cross between the elite clone 















































































































































































































































































































SNPs funcionais relacionados à produção de sacarose e biomassa revelam regiões 




A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é considerada a principal fonte de energia 
renovável do Brasil, principalmente pela sua capacidade de acúmulo de sacarose e 
biomassa.  Assim as vias metabólicas Fotossintética C4 e a via de Metabolismo de Sacarose 
merecem destaque. Dessa forma, genes envolvidos nessas vias metabólicas são de extrema 
importância para o desenvolvimento de marcadores moleculares que possam auxiliar 
programas de melhoramento genético da espécie. O objetivo deste trabalho foi identificar 
genes envolvidos nas vias Fotossintética C4 e via de Metabolismo de Sacarose, realizar a 
busca e o subsequente desenvolvimento de SNPs dentro dos genes identificados, 
caracterizando-os quanto à ploidia e à dosagem alélica. No total 130 marcadores SNPs 
foram desenvolvidos, 80 em genes da via Fotossintética C4 e 50 na via de Metabolismo de 
Sacarose. Estes SNPs foram genotipados em uma população de mapeamento (IACSP95-
3018 x IACSP93-3046), analisados e caracterizados pelo programa SuperMASSA para 
estimar a ploidia e a dosagem alélica de cada loco SNP. Devido ao alto número de SNPs 
com ploidias elevadas, foi realizado um estudo buscando evidências de duplicação no 
genoma da espécie. Evidenciou-se que aproximadamente 80% dos locos apresentavam ao 
menos uma duplicação no genoma de parentes próximos à cana-de-açúcar (sorgo, milho ou 
arroz). Percebeu-se, então, que pelo fato do SuperMASSA não ser hábil em distinguir 
dosagens de cópias gênicas, quando o SNP está presente em cópias repetidas no genoma, 
este SNP provavelmente será classificado com ploidia elevada. O desenvolvimento de 
marcadores SNPs em genes relacionados a características de interesse econômico foi 
realizado, e eles se tornaram excelentes candidatos a serem aplicados nos programas de 









A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) pertence a um complexo poliploide, família 
Poacea e tribo Andropogonea, a qual também inclui milho e sorgo. As cultivares modernas 
são provenientes das progênies obtidas do cruzamento interespecífico de Saccharum 
officinarum com Saccharum spontaneum, seguido por retrocruzamento desses híbridos com 
S. officinarum, processo denominado de nobilização. A principal diferença entre a cana-de-
açúcar e sorgo, considerado evolutivamente seu parente mais próximo, é o alto nível de 
ploidia do gênero Saccharum (de Siqueira Ferreira et al., 2013). Baseado em estudos 
citogenéticos, S. officinarum é classificado como octaplóide, enquanto S. spontaneum varia 
de pentaploide a hexaploide possuindo número básico de cromossomos de x=10 e x=8, 
respectivamente (D’Hont et al., 1998 e Ha et al., 1999). Um nível de complexidade a mais 
é adicionado às cultivares modernas de cana-de-açúcar, pois esses híbridos não são somente 
poliploides, mas também aneuploides com número de cromossomos variando de 100-130 
(Grivet et al. 1996; Piperidis et al. 2010). O evento de poliploidização é uma característica 
comum no genoma de plantas, juntamente com a presença de elementos repetitivos e 
transposons (Berkman et al., 2014). No sorgo aproximadamente 61% do genoma é 
compreendido de sequências repetitivas. Ao que parece, a cana-de-açúcar tem 
aproximadamente a mesma composição de elementos repetitivos (Wang et al., 2010; de 
Setta et al., 2014).  Sendo considerada a espécie com o genoma mais complexo entre as 
espécies de plantas cultivadas (Palhares et al., 2012). 
Considerada indiscutivelmente como a planta cultivada mais produtiva para produção 
de energia, a cana-de-açúcar vem sendo a principal fonte de energia renovável do Brasil 
(Conab, 2014), particularmente por sua habilidade de acúmulo de sacarose e biomassa. 
Nesse contexto duas vias metabólicas podem ser destacadas: a via Fotossintética C4 e a via 
de Metabolismo de Sacarose. A maioria das gramíneas, incluindo inteiramente a tribo 
Andropogoneae, apresenta altas taxas de crescimento e produção de biomassa como 
consequência da via Fotossintética C4.  Essa via envolve vários ajustes bioquímicos e 
anatômicos para acúmulo adicional de CO2 comparado à via C3, atribuído principalmente à 
ação da enzima Rubisco (Toledo-Silva et al., 2013). Ocorre também maior acúmulo de 
biomassa devido ao fato de a planta evitar a fotorespiração, o que leva a uma eficiência 
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máxima da fotossíntese, e maior conversão energética quando comparada à eficiência de 
plantas que utilizam a via fotossintética C3, como arroz, trigo e várias outras gramíneas 
(Ming et al., 2006 and Zhu et al., 2008).  
A via de Metabolismo de Sacarose é uma rede que abrange a síntese, o acúmulo, o 
armazenamento e a retenção da sacarose em um complexo mecanismo que envolve várias 
vias metabólicas interagindo umas com as outras (Henry, 2010). Enzimas como as 
invertases, a sacarose sintase e a sacarose-fostato-sintase têm sido indicadas como as 
chaves regulatórias para o acúmulo e armazenamento da sacarose no parênquima de colmos 
da planta (Zhu et al., 1997). Nessas circunstâncias, as variedades comercias de cana-de-
açúcar são tidas como incomuns por apresentarem alta concentração de sacarose nos 
colmos e pela aparente ausência de amido, uma vez que a maioria das plantas armazena 
sacarose, porém em baixas concentrações quando comparado com o acúmulo de amido 
(Zhu et al., 1997). Esses fatos tornam os genes envolvidos nessas vias metabólicas uma 
importante base de dados para o desenvolvimento de marcadores moleculares que podem 
auxiliar programas de melhoramento genético da espécie. 
Os polimorfismos de base única ou SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) são 
diferenciações de base única entre haplotipos. Uma vez descobertos, eles se tornam 
marcadores genéticos que podem ser genotipados em plataformas de alto rendimento, em 
um curto período de tempo (Gut, 2001; Kwok, 2001). Apresentam a variação mais 
abundante nos genomas e constituem uma poderosa ferramenta para mapeamento e seleção 
assistida por marcadores (Blanca et al., 2012). Outra vantagem da utilização dos SNPs é a 
possibilidade real de ser considerado como um marcador codominate em espécies 
poliploides, ao passo que marcadores como os microssatélites ou SSRs (Single Sequence 
Repeats), embora tenham o potencial de se comportarem de maneira co-dominante em 
autopoliploides menos complexos como a batata, são usualmente genotipados como 
marcadores dominantes em cana-de-açúcar (somente a presença e ausência dos alelos são 
consideradas). Assim, somente as marcas presentes em apenas um cromossomo homólogo, 
denominadas como dose única, são utilizadas para mapeamento, o que impõe sérias 
limitações ao estudo de espécies poliploides. Para entender a diversidade em cana-de-
açúcar, Serang et al. (2012) e Garcia et al. (2013) desenvolveram ferramentas para 
51 
 
identificação e estimação do número de cópias de cada alelo (dosagem) em um loco 
polimórfico em poliploides complexos. 
Visando à identificação de sequências transcriptômicas, para realizar um busca por 
marcadores SNPs, uma análise de KEGG pathway (kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes), foi realizada. Através dessa análise, é possível a identificação de genes 
envolvidos em vias metabólicas, utilizando o banco de dados desejado. Essa análise 
representa uma coleção dos mapas das vias metabólicas, os quais são úteis para 
compreensão das funções biológicas e interações entre estes genes (Kanehisa et al., 2000; 
2008).  
 Este presente trabalho teve como objetivo, através da realização da análise KEGG 
pathway, identificar genes envolvidos nas vias Fotossintética C4 (Carbon fixation in 
Photosynthetic Organisms) e via de Metabolismo de Sacarose (Starch and Sucrose 
Metabolism), presentes nos transcritos obtidos por Cardoso-Silva et al., 2014.  Também se 
objetivou realizar uma busca, dentro dos genes identificados, por SNPs, desenvolvê-los e 
caracterizá-los em ploidia e dosagem alélica, utilizando o programa SuperMASSA (Serang, 
et al., 2012). 
 
2. Material e métodos 
 
2.1 Material vegetal 
A população segregante utilizada para a genotipagem dos locos SNPs foi 
desenvolvida pelo Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Açúcar do Centro de 
Cana de Ribeirão Preto do Instituto Agronômico (IAC/APTA). É constituída de 187 
indivíduos do cruzamento entre as variedades comerciais IACSP95-3018 (genitor 
feminino) e a variedade IACSP93-3046 (genitor masculino). Os genitores apresentam altas 
concentrações de alelos favoráveis para os componentes de produção, sendo que IACSP95-
3018 tem suscetibilidade à ferrugem, enquanto IACSP93-3046 apresenta resistência. O 
genitor IACSP93-3046 faz parte das campanhas de cruzamentos do programa de 





2.2 Análise do KEGG pathway 
A partir dos 72.269 transcritos (unigenes) obtidos por Cardoso-Silva et al.(2014), foi 
realizada uma análise de KEGG pathway. Nas vias do KEGG todas as enzimas são 
representadas por uma numeração, uma maneira genérica de se aplicar a descrição a todos 
os organismos. Essa numeração é o sistema KEGG Orthology (KO), base de representação 
que define grupo de ortólogos para todas as proteínas e RNA funcionais presentes nessas 
vias. 
 
2.3 Desenvolvimento dos SNPs 
O desenvolvimento dos marcadores SNPs seguiu os seguintes passos: (1) realização 
de uma comparação das sequências de cada transcrito selecionado, utilizando o sorgo como 
base para a procura exclusiva de regiões contendo exons, por meio da base de dados 
Phytozome; (2) seleção das regiões de exon desses transcritos que se alinharam com o 
sorgo, considerando as regiões com maior profundidade; (3) busca pelos SNPs dentro dos 
exons selecionados, partindo do pressuposto que esses SNPs já foram identificados e 
mapeados em todos os transcritos por Cardoso-Silva et al., 2014; (4) validação dos SNPs 
selecionados pela comparação com os dados de montagem do transcriptoma, selecionando 
a profundidade de pelo menos 50 reads e (5) verificação da presença desses SNPs nos 
transcritos dos genitores da população (IACSP95-3018 e IACSP93-3046). 
Tendo as sequências, o desenho dos primers para amplificação dos SNPs foi realizado 
utilizando o software do Sequenom® ADS (Assay Design Suite), seguindo as seguintes 
recomendações: (1) utilização da metodologia/química High Multiplex iPLEX; (2) tamanho 
do amplicon variando de 70 a 300 pares de base e (3) nível do multiplex acertado em 10 
interações. 
 
2.4 Genotipagem e caracterização dos SNPs 
Os SNPs foram genotipados na população de mapeamento IACSP95-3018 e 
IACSP93-3046, utilizando o Sequenom iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc., San 
Diego, California, USA). Os dados obtidos foram apresentados por gráficos de dispersão 
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bi-dimensional, os quais representam intensidades dos alelos de cada indivíduo. Os SNPs 
foram classificados usando o programa SuperMASSA (Serang et al. 2012), que estimou a 
probabilidade a posteriori de cada loco apresentar um nível de ploidia par variando de dois 
a 20. 
Após todos os SNPs serem classificados para a ploidia mais provável, eles foram 
atribuídos a três categorias distintas, seguindo as categorias descritas por Garcia et 
al.(2013): (1) categoria A: SNPs com probabilidade a posteriori maior ou igual a 0,8; (2) 
Categoria B: SNPs em que a soma das duas maiores probabilidade a posteriori individuais 
é maior ou igual a 0,8 e (3) Categoria C: todos os outros casos. 
 
3. Resultados e Discussão 
 
3.1 Análise do KEEG pathway 
 
 A partir dos 72.269 transcritos utilizados para a análise KEGG pathway, 298 vias 
metabólicas foram mapeadas, entre elas as vias Fotossintética C4 (Carbon fixation in 
Photosynthetic Organisms) e a de Metabolismo de Sacarose (Starch and Sucrose 
Metabolism). Na análise da via Fotossintética C4, 20 KOs foram selecionados (Figura 1), os 
quais foram mapeados em 32 transcritos. Para a via do Metabolismo de Sacarose foram 
selecionados oito KOs, obtido do mapeamento de 20 transcritos (Figura 2). A escolha deles 









































Figura 1: Via de Fotossintética C4(Carbon Fixation in Photosynthetic Organisms), representando todas as enzimas mapeadas com os 


























Figura 2:Via do Amido e Metabolismo de Sacarose (Starch and Sucrose Metabolism), representando todas as enzimas mapeadas com 
os transcritos (verde claro) e os oito KOs (genes) selecionados (marcação em vermelho) nas quais ocorreu a busca pelos SNPs. 
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3.1 SNPs identificados 
No total foram 130 SNPs identificados, sendo 80 provenientes de transcritos 
relacionados à via Fotossintética da C4 e 50 à via de Metabolismo de Sacarose, conforme 
distribuição descrita na Tabela 1. 
 
Tabela 1: Distribuição dos 130 SNPs em relação às vias metabólicas Fotossintética C4 e 
Metabolismo de Sacarose, indicando o número de transcritos e o número de SNPs 
provenientes de cada via. 
 
 Via Fotossintética da C4 Metabolismo de Sacarose 
KEGG Orthology (KO) 
selecionados 
20 8 
Número de Trancritos 32 20 
Número de SNPs  80 50 
 
A distribuição desses SNPs em cada uma das vias selecionadas representando os 
genes putativos associados segue descrita na Tabela 2 (Via Fotossintética C4) e na Tabela 3 
(Metabolismo de Sacarose). 
Na via Fotossintética C4, o número de SNPs desenvolvidos por gene putativo variou 
de 13 para frutose- bifosfato aldolase a um para Sedoheptulose-bisfosfatase (SBPase) e para 
Malato dehidrogenase (descarboxilase) (Tabela 2), com uma média de quatro SNPs por 















Tabela 2: Distribuição dos SNPs na via Fotossintética C4, indicando os genes putativos nos 
quais os SNPs foram identificados. 
 
Gene Putativo 








N° de SNPs 
desenvolvidos 
Frutose- bifosfato aldolase K01623 4.12.13 4 13 
Transketolase K00615 2.2.11 1 3 
Frutose-1,6- bifosfatase I K03841 3.1.3.11 3 8 
Isomerase trifosfatase K01803 5.3.11 2 4 
Isomerase Ribose 5-fosfato K01807 5.3.16 2 6 
Ribulose-fosfato 3-epimerase K01783 5.1.31 2 5 
Fosforibulokinase K00855 2.7.1.19 1 2 
Fosfoglicerato kinase K00927 2.7.23 1 2 
Fosfoenolpiruvato carboxilase 
(PEPc) 
K01595 4.1.1.31 2 6 
Piruvato ortofosfato dikinase 
(PPDK) 
K01006 2.7.91 1 4 
Malato dehidrogenase (NAD-ME) K00025 1.1.1.37 1 3 
Malato dehidrogenase 
(oxaloacetatedecarboxylating) 
K00029 1.1.1.40 2 5 
Malato dehidrogenase 
(NADP-MDH) 
K00051 1.1.1.82 1 2 
Sedoheptulose-bisfosfatase K01100 3.1.3.37 1 1 
Alanine transaminase K00814 2.6.12 2 3 
Fosfoenolpiruvato carbokinase 
(PEPCK) 
K01610 4.1.1.49 1 3 
Aspartate aminotransferase(AspAT) K14454 2.6.11 1 3 
Malato dehidrogenase 
(descarboxilação -NADP-ME) 
K00028 1.1.1.39 1 1 
Gliceraldeido 3-fosfato 
dehidrogenase 
K00134 1.2.11.2 2 3 
Gliceraldeido 3-fosfato 
dehidrogenase(NADP+) 
K05298 1.2.1.13 1 3 
Total 
 
20 32 80 
 
Como observado na Figura 1, a via fotossintética é extremamente complexa e envolve 
vários passos, principalmente em plantas C4, observa-se também que as enzimas 
selecionadas encontram-se dispersas por toda a via, abrangendo, de maneira geral, todos os 
passos dessa complexa via metabólica. De maneira resumida, essas plantas expressam altos 
níveis de anidrase carbônica e fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPc) para fixação inicial de 
CO2 no citoplasma (Kanai e Edwards, 1999). A anidrase carbônica forma uma família de 
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enzimas catalisadas da interconversão de CO2 e H2O em bicarbonato (HCO3
-) e prótons. A 
PEPc catalisa a adição do bicarbonato disponível para o fosfoenolpiruvato (PEP) formar o 
oxaloacetato (OAA) (Matsuoka et al., 2001). OAA é também reduzido a malato pela 
NADP-Malato desidrogenase (NADP-MDH), ou recebe um grupo amina pela aspartato 
aminotransferase (AspAT), tornando-se um aspartato. O ácido C4 resultante formado pela 
NADP-MDH ou AspAT é então descarboxilado para liberar o CO2 na presença da enzima 
Rubisco (Matsuoka et al., 2001 e Endler & Persson, 2011). A reação de descarboxilação é 
catalisada por uma ou mais das três enzimas seguintes: enzima NADP-malato (NADP-ME), 
NAD-malato (NAD-ME) e fosfoenolpiruvato carboxikinase (PEPCK). Em cana-de-açúcar 
o NADP-ME é a enzima que realiza essa função. O piruvato gerado pela descarboxilação é 
usado pela piruvato orthofosfato dikinase (PPDK) para recuperar os níveis de PEP nos 
cloroplastos (Kanai e Edwards, 1999).  
Observando a Tabela 2 tem-se que várias das principais enzimas envolvidas nessa via 
estão representadas e apresentam SNPs desenvolvidos. Como por exemplo: a PEPc, com 
seis  SNPs, a PEPCK com três e a PPDK com quatro SNPs desenvolvidos. Demonstrando o 
grande potencial desses SNPs localizados em genes de grande interesse para o 
melhoramento genético dessa espécie, como no auxílio para o desenvolvimento de 
variedades de cana-de-açúcar voltadas para uma maior produção de biomassa, denominada 
de cana-energia. 
Para a via Metabolismo da Sacarose, o número de SNPs desenvolvidos variou de dez 
para o gene putativo Beta-fructofuranosidase a quatro para os genes putativos 
fosfoglucomutase, frutokinasee glicose-1-fosfato (UTP) (Tabela 3), com média de seis 











Tabela 3: Distribuição dos SNPs na via Metabolismo de Sacarose, indicando os genes 
putativos nos quais os SNPs foram identificados. 
 
Gene Putativo 






N° de SNPs  
Sacarose sintase K00695 2.4.1.13 3 7 
Sacarose-fosfato sintase K00696 2.4.1.14 2 6 
β-fructofuranosidase K01193 3.2.1.26 3 10 
Hexokinase K00844 2.7.11 4 9 
Glicose-6-fosfato isomerase K01810 5.3.19 2 6 
Fosfoglucomutase K01835 5.4.22 2 4 
Frutokinase K00847 2.7.1.4 3 4 
UTP---glicose-1-fosfato 
uridylyltransferase 
K00963 2.7.7.9 1 4 
Total 
 
8 20 50 
 
A Figura 3 apresenta uma representação esquemática de parte da via de Metabolismo 
de Sacarose, demonstrando todas as enzimas selecionadas nas quais os SNPs foram 
desenvolvidos. Observa-se que a fosfoglucomutase, uma invertase responsável pela 
conversão reversível de α- D- Glicose – 1P em α- D- Glicose – 6P e sua reversão, aparece 
no centro do diagrama. Essa enzima junto com a β-fructofuranosidase que realiza a 
hidrólise da sacarose em frutose mais glicose são as componentes chaves para manter as 
atividades de balanço metabólico que levam à produção de sacarose, amido e celulose (de 
Setta et al., 2014). Para o gene da fosfoglucomutase, quatro SNPs foram desenvolvidos e 
para a β-fructofuranosidase, 10 SNPs, totalizando 14 SNPs localizados nesses genes que 
são de extrema importância para manter o equilíbrio metabólico dessa via. 
Para a sacarose sintase (E.C 2.4.1.13) e a sacarose- fosfato-sintase (E.C 2.4.1.14), há 
respectivamente sete e seis SNPs desenvolvidos. Essas enzimas são muito importantes 




























Figura 3: Representação esquemática da via de metabolismo de sacarose, demonstrando como as enzimas selecionadas para o 
desenvolvimento dos SNPs estão envolvidas nessa via. Em vermelho, encontra-se o código de cada enzima selecionada (E.C equivale 
a enzyme code). Dentro dos quadrados, são representados os produtos das enzimas; em cinza, demonstração do início das vias para 
produção da celulose e amido; em rosa, o produto principal da via, a sacarose. 
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Observa-se que os SNPs identificados também se encontram dentro de genes de 
extrema importância para essa via, e podem ser considerados grandes candidatos a 
marcadores moleculares associados a uma possível seleção assistida ao melhoramento 
genético da cana-de-açúcar. 
 
3.2 Classificação dos SNPs 
 
Dos 130 SNPs genotipados, 89 SNPs (68,5%) foram classificados na categoria A, 28 
SNPs (21,5%) na categoria B e 13 (10%) SNPs na categoria C, conforme representado na 
Figura 4. Conforme categorias descritas por Garcia et al. (2013) 
 
Figura 4: Distribuição dos 130 SNPs nas três categorias, sendo Categoria A: SNPs 
probabilidade a posteriori maior ou igual a 0,8; Categoria B: SNPs em que a soma das duas 
maiores probabilidade a posteriori individuais é maior ou igual a 0,8 e Categoria C: todos 
os outros casos. 
 
Essa distribuição corrobora o resultado obtido por Garcia et al. (2013), no qual a 
categoria A foi representada por 77,6%, B por 17,4% e C por 5%. A ploidia estimada dos 
locos SNPs variou de dois a 20, sendo que a ploidia 6, 8, 10 e 12 variaram entre as 
categorias A e B (Figura 5), em que 6 e 8 tiveram todos os locos classificados como A, 
reforçando que o número básico de cromossomos para as variedades comerciais de cana-
de-açúcar é estimado entre 6 a 12 (Piperidis et al.,2010). 












Figura 5: Disposição dos SNPs quanto à ploidia estimada, considerando em cada ploidia a 
porcentagem dos SNPs distribuídos nas três categorias A (azul), B (verde) e C (vermelho). 
 
A Figura 6 apresenta três exemplos de SNPs (SugSNPt_083, SugSNPt_082 e 
SugSNPt_144) classificados com base no programa SuperMASSA. Cada um dos três locos 
pertencem às classes A, B e C. Os gráficos A1 e A2 referem-se ao loco SugSNPt_083, 
pertencente à categoria A, B1 e B2 ao loco SugSNPt_082, pertencente à categoria B e C1 e 
C2 ao loco SugSNPt_144, pertencente à categoria C. Na primeira coluna da Figura 6 (A1, 
B1 e C1), observam-se gráficos de dispersão em que o eixo horizontal indica a intensidade 
do alelo com menor massa e o eixo vertical a intensidade do alelo com maior massa. As 
linhas pontilhadas correspondem às classes genotípicas esperadas para a ploida estimada. 
Os 187 pontos representam os indivíduos da progênie da população de mapeamento. As 
cores dos pontos correspondem a diferentes classes genotípicas, nas quais os indivíduos 
foram classificados. Os pontos internos com escala de cores variando de preto a cinza claro 
representam a probabilidade do indivíduo em questão pertencer à classe na qual foi 
alocado, dada a ploidia mais provável. Na segunda coluna (A2, B2 e C2), é possível 
verificar as frequências genotípicas observadas e esperadas sob polisomia, ou seja, 
pareamento bivalente e aleatório dos cromossomos homólogos durante a meiose. Ainda na 
segunda coluna, observa-se a dosagem dos alelos em cada um dos genitores da população 
de mapeamento: G1 representando IACSP95-3018 e G2 o genitor IACSP93-3046. Na 
terceira coluna (A3, B3 e C3) observa-se as probabilidades a posteriori de cada uma das 
ploidias consideradas. 















A (68,5%) B (21,5%) C (10,0%)
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Verifica-se que o loco SugSNPt_083 foi classificado com ploidia 10 com a 
probabilidade a posteriori maior que 0,8 (Figura 6A.3), sendo classificado dentro da 
categoria A. Ao observar os pontos dispersos no gráfico (Figura 6A.1), vê-se que os pontos 
se aproximam das linhas pontilhadas, indicando que os indivíduos se aproximaram das 
classes genotípicas esperadas. Observa-se também que as probabilidades dos indivíduos 
pertencerem às classes genotípicas nas quais foram alocados são altas, variando de 0,5 a 0,9 
(mediana = 0.85). Ainda, nota-se que a distribuição das classes genotípicas esperada e 
observada estão bastante próximas (Figura 6A.2). O loco SugSNPt_082 (Figura 6B.1,6B.2 
e 6B.3) é classificado com ploidia 20, e probabilidade a posteriori aproximadamente  de 
0,7. Como a soma das duas maiores probabilidade a posteriori individuais é maior que 0,8, 
esse loco foi classificado como B. Observa-se ainda que os pontos que caracterizam  as 
classes genotípicas dos genótipos não coincidem exatamente com as linhas pontilhadas 
(classes genotípicas esperadas). Outras ploidias, como 14, 16 e 18, aparecem na Figura 
6B.3 como ploidias possíveis, porém com probabilidade a posteriori inferior. As 
probabilidades de os indivíduos pertencerem às classes genotípicas, nesse caso variou de 
0,40 a 0,46 (mediana = 0.46). Já o loco SugSNPt_144 (Figura 6C.1, 6C.2 e 6C.3) apresenta 
ploidia estimada em 16, com probabilidade a posteriori aproximadamente de 0,35. Logo, 
esse loco é classificado como C. Assim, os pontos que caracterizam os genótipos aparecem 
mais dispersos no gráfico (Figura 6C.1), quando comparados com os locos SugSNPt_083 e 
SugSNPt_082, demonstrando uma maior dificuldade do programa para classificá-lo entre 
as classes genotípicas esperadas (linhas pontilhadas). Observa-se também que outras 
ploidias foram estimadas para esse loco (ploidias 14, 18 e 20) porém com probabilidade a 
































Figura 6: Demonstração da classificação de três locos SNPs, pela utilização do programa SuperMASSA. Figura 6A.1, 6A.2 e 6A.3: SugSNPt_083, 
classificado como categoria A, ploida 10,  dosagem no G1 igual a 7 cópias do alelo A e 3 do alelo G e dosagem em G2 8 cópias do alelo A e 2 do 
alelo G.Figura 6B.1, 6B.2 e 6B.3: SugSNPt_082, classificado como categoria B, ploidia 20, dosagem no G1 e no G2 de 10 cópias do alelo T e 
10cópias do alelo C. Figura 6C.1, 6C.2 e 6C.3: SugSNPt_144, classificado como categoria C, ploidia 16, dosagem igual a 8 cópias do alelo C e 8 
do alelo G para G1 e G2. Sendo G1 (IACSP95-3018) e G2 (ICSP93-3046). 
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Dos 130 locos, somente cinco SNPs foram classificados com padrão de segregação 
em dose única (Tabela 4), com ploidia variando de dois a 20 e probabilidade a posteriori de 
0,65 a 1.  
 
Tabela 4: Locos SugSNPt classificados como marcadores em dose única, sendo G1 
(IACSP95-3018) e G2 (IACSP93-3046), com a ploidia e a dosagem alélica estimadas dada 
a máxima probabilidade a posteriori. 
 










SugSNPt_033 C4 8 7:1 7:1 0,98 
Fosfoenolpiruvato 
carboxilase (ATP) 
SugSNPt_099 C4 2 1:1 1:1 0,96 
Isomerase Ribose 
5-fosfato 
SugSNPt_116 Sacarose 20 19:1 19:1 1,00 
Sacarose-fosfato 
sintase 
SugSNPt_117 Sacarose 4 3:1 3:1 1,00 
Sacarose-fosfato 
sintase 
SugSNPt_133 Sacarose 20 19:1 19:1 0,65 Hexokinase 
 
Apenas o loco SugSNPt_033 classificado em dose única poderá ser utilizado para a 
construção de um mapa genético, pois é necessário que a ploidia estimada se encontre entre 
seis e 14, como relatado por Garcia et al.(2013), já que são as ploidias mais prováveis para 
cana-de-açúcar (D’ Hont et al., 1996 e D’Hont et al., 2005), e que tenha alta confiança na 
classificação da ploidia (categoria A). Esse resultado corrobora com o demonstrado por 
Garcia et al.(2013), que relatou que os locos em dose única não se encontram em maiores 
proporções no genoma, fato que contradiz muitos estudos em cana-de-açúcar que afirmam 
que os marcadores em dose única estão presentes em maiores proporções no genoma 
(Aitken et al., 2005). 
Relativamente à variação das ploidias estimadas, uma classificação delas junto às 
categorias estabelecidas foi realizada. O resultado encontra-se na Figura 7. Para a categoria 
A, a variação foi de 44,94% dos locos com ploidia estimada em 20 a 1,1% dos locos com 
ploidias dois e seis. Para a categoria B, a variação foi de 35,51% para a ploidia 20, e 3,57% 




Locos com ploidia dois e quatro não são esperados em cana-de-açúcar. Garcia et al. 
(2013) relatou que esse fato pode ser devido a uma eficiência diferente de amplificação, via 
PCR, para cada cromossomo, fazendo com que a relação entre as intensidades de alelos 
possa ser ligeiramente diferente da proporção real. Assim, os ângulos das linhas nos 
gráficos de dispersão podem ser enviesados por essas diferenças. Logo, se esse viés está 
presente, alguns locos podem ter sido erroneamente classificados como diploides e 
tetraploides (Garcia et al., 2013). 
Quando comparamos os resultados com aqueles obtidos por Garcia et al. (2013), 
observamos que eles identificaram dentro da categoria A, uma quantidade de locos com 
ploidia 20 (17,6%); com ploidia 18, 16 e 10 (10,7%); com plodia 14 (7,0%), ploidia 12 
(12,8%), plodia 8 (16%) e plodia 4 (1,1%). Enquanto os SNPs deste estudo, pertencentes à 
categoria A, apresentaram ploidia 20 e 18, em 44,94% e 16,86% respectivamente (Figura 
7), demonstrando que mais de 60% dos SNPs classificados como A, apresentam ploidia 
elevada. Assim, obteve-se valor superior ao relatado por Garcia et al. (2013), no qual as 
ploidia 20 e 18 correspondem a 28,3% dos SNPs analisados. Esse evento deve-se 
provavelmente ao fato de que esses SNPs foram desenvolvidos de base de dados distintas: 
Garcia et al. (2013) desenvolveu os SNPs a partir da base de dados do SUCEST (Projeto de 
Sequenciamento de EST de Cana-de-Açúcar – Sugarcane Expressed Sequence Tag- 
Vettore et al., 2001), abrangendo, de forma ampla, regiões transcritas do genoma da cana-
de-açúcar. Já os SNPs apresentados neste trabalho vieram de regiões específicas do genoma 
da espécie, de vias metabólicas complexas, que são coordenadas por enzimas (genes) de 
extrema importância, nos quais há relatos de duplicação gênica em outras espécies 
filogeneticamente relacionadas à cana-de-açúcar (Signarto et al., 1997; Castleden et al., 






Figura 7: Representação gráfica da distribuição das ploidias estimadas dentro de cada 
categoria (A, B e C). Sendo ploidia 2 (azul claro), ploidia 4 (amarelo), ploidia 6 (lilás), 
ploidia 8 (vermelho), ploidia 10 (azul), ploidia 12 (laranja), ploidia 14 (verde), ploidia 16 
(rosa), ploidia 18 (cinza) e ploidia 20 (roxo). 
 
 A Tabela 5 apresenta a distribuição das ploidias estimadas dentro de cada via 
metabólica analisada. Observa-se que o padrão das ploidias elevadas 20 e 18 se manteve 
em ambas as vias, sendo na via Fotossintética C4, aproximadamente 60% dos SNPs com 
ploidias de 20 e 18 e, na via de Metabolismo de Sacarose, 46% dos locos desenvolvidos 





Tabela 5: Classificação dos SNPs quanto à ploidia estimada para as vias Fotossintética C4 e 
de Metabolismo de Sacarose, demonstrando a quantidade de SNPs em relação a cada 
ploidia. 
 Via Fotossintética C4 Via Metabolismo de Sacarose 
Poidia 
estimada 
N° de SNPs 
Porcentagem 
(%) 
N° de SNPs 
Porcentagem 
(%) 
20 22 41,5 18 36 
18 10 18,86 5 10 
16 4 7,54 2 4 
14 3 5,66 5 10 
12 6 11,32 2 4 
10 2 3,77 - - 
8 4 7,54 1 2 
6 1 1,88 - - 
4 - - 3 6 
2 1 1,88 - - 
 
Paterson et al. (2009) descreve duplicações no genoma de sorgo em comparação com 
outras gramíneas, considerando a via Fotossintética C4, com evidências de mais de uma 
cópia para os genes piruvato ortofosfato dikinase (E.C. 2.7.9.1) e malato dehidrogenase 
(NADP-ME) (E.C 1.1.1.39). 
De Setta et al. (2014) relata uma provável duplicação do gene sacarose-6-fosfato 
fosfohidrolase que catalisa a reação da sacarose-6 fosfato em sacarose, sugerindo uma 
duplicação em tandem desse gene, com evidências baseadas na comparação com 
sequências de sorgo (base de dados Phytozome) e na sequência de BACs (Bacterial 
Artificial Chromossome) utilizados neste estudo.  
 
3.3 Investigação dos SNPs com ploidia elevada 
 
Buscando investigar se as regiões (transcritos do transcriptoma) nos quais os SNPs 
com altas ploidias foram desenvolvidos, possuíam evidência de pelo menos duplicação no 
genoma da cana-de-açúcar, uma análise foi realizada. Para tanto, foi realizada uma 
comparação das sequências dos transcritos, utilizando o BLASTN na base de dados 
Phytozome, com sorgo (Sorghum bicolor), arroz (Oryza sativa) e milho (Zea mays). O 
sorgo é tido como o parente mais próximo da cana-de-açúcar e por possuir o genoma 
sequenciado e anotado, por isso é amplamente utilizado como genoma de referência nas 
análises comparativas (de Setta et al., 2014). Assim como o sorgo, o milho e o arroz 
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pertencem a mesma família, Poacea, que a cana-de-açúcar e também são utilizados em 
busca de similaridades (Dufour et al., 1996).  
Para tal análise foram utilizados todos os SNPs classificados com ploidia elevada (16, 
18 e 20), pertencentes à categoria A. No total, 61 SNPs foram considerados, provenientes 
de 38 transcritos distintos do transcriptoma (Cardoso-Silva et al. 2014), distribuídos 
conforme Tabela 6. Observa-se que o número de marcadores SNPs variou de um por 
transcrito em até quatro por transcrito (comp206544_c0). O tamanho do transcrito variou 
de 1092 pares de base (pb) para o transcrito comp185114_c0, com a presença de 2 SNPs 
com ploidia elevada (SugSNPt_006/ SugSNPt_007) a 6229 pb para o transcrito 
comp202013_c1 também com dois SNPs (SugSNPt_115/ SugSNPt_116). 
 
Tabela 6: Relação dos 38 transcritos que serviram de base de dados para o desenvolvimento 
dos SNPs com ploidia elevada, pertencentes à categoria A, com a descrição do tamanho em 





comp185114_c0 1092 SugSNPt_006/ SugSNPt_007 
comp188409_c2 3463 SugSNPt_013 
comp188881_c0 2154 SugSNPt_018 
comp189252_c0 1647 SugSNPt_019/ SugSNPt_020 
comp189268_c0 1202 SugSNPt_022 
comp189948_c0 1595 SugSNPt_027/ SugSNPt_028 
comp190415_c0 1320 SugSNPt_031 
comp190563_c0 2482 SugSNPt_032/ SugSNPt_034 
comp190571_c0 1759 SugSNPt_036/ SugSNPt_037 
comp191011_c0 2444 SugSNPt_038/ SugSNPt_039 
comp191301_c0 1435 SugSNPt_042 
comp191859_c0 1721 SugSNPt_043 
comp193070_c0 1812 SugSNPt_047 
comp193385_c0 1309 SugSNPt_050 
comp193416_c1 3115 SugSNPt_052/ SugSNPt_053/ SugSNPt_054 
comp193518_c2 2839 SugSNPt_056 
comp193963_c2 1635 SugSNPt_060/ SugSNPt_061 
comp194373_c0 4628 SugSNPt_064 
comp194528_c2 2411 SugSNPt_069 
comp194669_c0 1393 SugSNPt_072 
comp194871_c0 1196 SugSNPt_073/ SugSNPt_074 
comp194980_c0 3297 SugSNPt_076/ SugSNPt_077/ SugSNPt_078 
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comp195423_c0 1115 SugSNPt_080 
comp196354_c1 1290 SugSNPt_085/ SugSNPt_086/ SugSNPt_087 
comp198219_c1 3580 SugSNPt_093 
comp199679_c0 3382 SugSNPt_102/ SugSNPt_103/ SugSNPt_104 
comp199984_c0 3042 SugSNPt_106 
comp200677_c0 2593 SugSNPt_109/ SugSNPt_110 
comp201528_c0 1815 SugSNPt_113 
comp202013_c1 6229 SugSNPt_115/ SugSNPt_116 
comp202416_c0 3724 SugSNPt_123 
comp203578_c2 2066 SugSNPt_124 
comp203754_c1 5679 SugSNPt_127/ SugSNPt_128 
comp203931_c0 1348 SugSNPt_129 
comp204530_c2 2159 SugSNPt_134/ SugSNPt_136 
comp204733_c1 2727 SugSNPt_140 
comp205405_c1 4325 SugSNPt_143 
comp206544_c0 3238 SugSNPt_149/ SugSNPt_150/ SugSNPt_151/ SugSNPt_152 
 
As análises no Phytozome foram realizadas utilizando um threshold de e-value de -6. 
A seleção dos transcritos que alinharam baseou-se na presença de pelo menos 50% do 
tamanho do transcrito. Os resultados são apresentados na Tabela 7, demonstrando, por 
transcrito analisado, a quantidade de evidências de cópias gênicas no genoma das três 

















Tabela 7: Transcritos analisados, com o gene putativo correspondente e o número de 
evidências de cópias gênicas para as espécies: sorgo, arroz e milho. 
Transcrito Gene Putativo 
Evidências de cópias em: 
Sorgo Arroz Milho 
comp185114_c0 Isomerase Ribose 5-fosfato 1 1 1 
comp188409_c2 Fosfoenolpiruvato carboxilase 4 5 6 
comp188881_c0 Fosfoglucomutase 1 1 1 
comp189252_c0 Aspartate aminotransferase, citoplasmática 2 1 2 
comp189268_c0 Frutose-1,6- bifosfatase I 2 2 3 
comp189948_c0 Frutose- bifosfato aldolase 2 2 3 
comp190415_c0 Isomerase trifosfatase 3 3 2 
comp190563_c0 Fosfoenolpiruvato carboxilase (ATP) 1 2 3 
comp190571_c0 Fosforibulokinase 2 2 3 
comp191011_c0 Fosfoglucomutase 1 1 4 
comp191301_c0 Hexokinase 2 3 2 
comp191859_c0 Frutose-1,6- bifosfatase I 1 1 1 
comp193070_c0 Hexokinase 2 2 3 
comp193385_c0 Ribulose-fosfato 3-epimerase 1 1 1 
comp193416_c1 Malato dehidrogenase (NADP+) 2 2 3 
comp193518_c2 Frutose- bifosfato aldolase 2 2 2 
comp193963_c2 Frutose- bifosfato aldolase 3 5 4 
comp194373_c0 Piruvato, ortofosfato dikinase 2 2 2 
comp194528_c2 Hexokinase 2 2 2 
comp194669_c0 Ribulose-fosfato 3-epimerase 1 1 2 
comp194871_c0 Isomerase trifosfatase 2 1 2 
comp194980_c0 Glicose-6-fosfato isomerase 1 2 2 
comp195423_c0 Gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase 2 3 2 
comp196354_c1 Frutose- bifosfato aldolase 2 3 3 
comp198219_c1 Sacarose-fosfato sintase 3 2 2 
comp199679_c0 UTP---glucose-1-phosphate uridylyltransferase 2 2 2 
comp199984_c0 Sacarose sintase 2 5 3 
comp200677_c0 Transketolase 2 3 3 
comp201528_c0 Beta-fructofuranosidase 2 1 2 
comp202013_c1 Sacarose-fosfato sintase 3 4 4 
comp202416_c0 Sacarose sintase 2 3 4 
comp203578_c2 Malato dehidrogenase (NADP+) 1 1 1 
comp203754_c1 Malato dehidrogenase (NADP+) 3 NA 2 
comp203931_c0 Alanine transaminase 2 2 3 
comp204530_c2 Glicose-6-fosfato isomerase 1 2 2 
comp204733_c1 Beta-fructofuranosidase 4 4 5 
comp205405_c1 Gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase (NADP+) 2 2 3 




Dos 38 transcritos analisados, 33 (86,84%) apresentaram evidências de duplicação da 
sequência analisada em pelo menos uma espécie pesquisada; 31 (81,58%), em ao menos 
duas espécies analisadas. Já 24 (63,16%) apresentaram evidência de duplicação nas três 
espécies em questão. 
Cinco dos transcritos analisados não apresentaram evidência de duplicação em 
nenhuma das três espécies analisadas (Tabela 8). Neles, uma busca por isoformas presentes 
na montagem do transcriptoma por Cardoso-Silva et al.(2014) foi realizada. A presença de 
isoformas de um mesmo transcrito pode caracterizar a presença de cópias dessa sequência 
em outras regiões do genoma, caracterizando uma região gênica provavelmente não 
duplicada nas espécies próximas, mas duplicada no genoma da cana-de-açúcar. 
 
Tabela 8: Números de isorformas presentes no transcriptoma da cana-de-açúcar para os 












Na Tabela 8 observamos que três dos cinco transcritos apresentaram mais de uma 
isoforma no transcriptoma da cana-de-açúcar, caracterizando como possíveis regiões com 
mais de uma cópia no genoma da espécie. O transcrito comp185114 apresenta 1092 pb 
sendo o menor transcrito analisado, o que e pode ter oferecido uma menor probabilidade de 
encontrar similaridade com as espécies analisadas. Já o comp191859 representa o gene 
putativo Frutose-1,6- bifosfatase I, também representado pelo comp189268 no qual houve 
evidência de mais de uma cópia em sorgo, arroz e milho, na proporção de dois, dois e três 
respectivamente. Assim podemos inferir que a maioria dos SNPs com ploidia elevada se 
encontra em regiões com evidências de duplicação no genoma da cana-de-açúcar. 
Para exemplificar a evidência de múltiplas cópias no genoma, escolhemos o gene 
sacarose-fosfato-sintase (SPS, E.C 2.4.1.14) cuja atividade é essencial para o acúmulo de 
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sacarose nos colmos da cana-de-açúcar (Zhu et al., 1997). Signarto et al. (1997) já relatava 
que havia clonado dois cDNAs diferentes de SPS em cana-de-açúcar e Castleden et al. 
(2004) apresentou um estudo sobre a família gênica do SPS em gramíneas, relatando, em 
arroz (Oryza sativa), presença de cinco cópias e, em milho (Zea mays), de pelo menos sete 
cópias. Os transcritos comp198219_c1 e o comp202013_c1, os quais mapearam para este gene 
pela análise do KEGG pathway e, apresentaram locos SNPs com altas ploidias. Na Tabela 9 
encontram-se descritos esses transcritos, demonstrando os cromossomos que apresentaram 
evidência das cópias do gene SPS. 
O transcrito comp198219_c1 apresenta o SugSNPt_093 com ploidia estimada em 16 
com probabilidade a posteriori de 0,97; o transcrito comp202013_c1, com os 
SugSNPt_115 e SugSNPt_116,  ambos com ploidia estimada em 20 e probabilidade a 
posteriori de 0,97 e 1, respectivamente. 
 
Tabela 9: Transcritos relacionados ao gene sacarose-fosfato-sintase (SPS) com suas respectivas 
posições nos cromossomos (Ch) no genoma de sorgo, arroz e milho 
 
 Cromossomos com evidência de cópias do gene SPS 
Espécies analisadas comp198219_c1 comp202013_c1 
Sorgo Ch03, Ch09 e Ch05 Ch04, Ch05 e Ch02 
Arroz Ch01 e Ch08 Ch10,Ch07, Ch06e Ch02 
Milho Ch03 e Ch08 Ch06, Ch09, Ch05 e Ch03 
 
É importante ressaltar que as duplicações gênicas podem se encontrar em: (1) tandem 
no mesmo cromossomo, como relatado por de Setta et al. (2014) ou (2) em diferentes 
cromossomos no genoma, exemplo demonstrado na Tabela 9. 
Nesse contexto, temos o estudo de hibridização in situ na variedade IACSP93-3046 
com três locos SNPs apresentado por Garcia et al. (2013). Duas das hibridizações in situ 
realizadas demonstram dois exemplos de locos SNPs genotipados na mesma população bi-
parental deste trabalho, os quais foram classificados com ploidia elevada pelo 
SuperMASSA. Entretanto, ambos os locos SNPs, ao serem analisados quanto à ploidia pela 
hibridização in situ, apresentaram número de cópias (número de cromossomos com o qual 
se hibridizou) inferiores ao estimado pelo programa SuperMASSA. Os resultados obtidos 
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demonstram que os locos SugSNP_151 e SugSNP_715 apresentam ploidias elevadas pelo 
programa SuperMASSA, 18 e 16, respectivamente. Entretanto ambos apresentaram 
homologia com 10 cromossomos (decaploide), quando analisados pela hibridização in situ.   
Utilizando os mesmos parâmetros, buscamos evidências de duplicação gênica no 
banco de dados Phytozome para ambos os locos SNPs avaliados por Garcia et al. (2013). 
Observou-se que o loco SugSNP_151 (partindo de seu cluster SUCEST), apresentou 
evidências de duplicação em tandem no cromossomo 6 em sorgo (Sobic.006G242000, 
Sobic.006G260300 e Sobic.006G260700). Esse resultado nos traz evidências de 
possibilidade real desses SNPs se encontrarem em regiões gênicas duplicadas em tandem 
no genoma da espécie. Tal fato explicaria os 10 cromossomos identificados nos quais o 
SNP está presente, dado que a técnica em questão por não permitir a distinção de pontos 
muito próximos, identifica-os como sobrepostos, levando a um único sinal de hibridação 
por cromossomo. 
Assim, uma vez que o programa SuperMASSA, ao classificar um SNP, não está 
habilitado a distinguir as dosagens alélicas das cópias gênicas, provavelmente classificará 
os SNPs que estiverem duplicados (em tandem ou não) como locos de elevada ploidia. 
Dado ao fato de que diversos SNPs deste trabalho foram classificados em ploidias elevadas 
e desenvolvidos em genes de grande importância para a espécie, podemos inferir que 
grande parte desses genes de extrema importância para a espécie provavelmente estão 
duplicados no genoma da cana-de-açúcar. 
Além da evidência de duplicação gênica, outros fatores foram observados nos locos 
SNPs com ploidia elevada, como a presença de locos trialélicos e dados de baixa qualidade. 
Por se tratar de uma espécie poliploide, locos trialélicos condizem com sua natureza, 
por isso foram identificados no transcriptoma, como por exemplo, o loco SugSNPt_012, 
que apresentou ploidia 20 com probabilidade a posteriori 0,24. Esse loco na montagem do 
transcriptoma apresenta a variação (T/C/A) sendo o número de reads de 8.183/ 4.445/ 1.850 
respectivamente, indicando uma alta profundidade e, consequentemente, alta confiabilidade 
dos dados. Dado que a genotipagem pelo Sequenom e caracterização pelo programa 
SuperMASSA são baseadas no princípio de que os SNPs são bi-alélico, esse loco foi lido 
com variação A/T. Na Figura 8A, observamos que o programa demonstrou dificuldades em 
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classificá-lo entre as ploidias com a maior probabilidade a posteriori, resultando na 
classificação com ploidia estimada em 20. 
Na Figura 8B, observamos um exemplo de loco com baixa qualidade dos dados, o 
SugSNPt_100, o qual também foi classificado com ploidia 20 com probabilidade a 
posteriori de 0,24. Esse loco possui profundidade baixa em relação ao número de reads do 
transcriptoma 42/11 (G/C), o que leva a uma menor confiabilidade de ele ser de fato um 
SNP. Ele seria apenas um artefato do resultado do sequenciamento e não um SNP 
verdadeiro, levando a amplificação de um loco monomórfico. 
 
Figura 8: Exemplos de SNPs classificados com ploidia 20, com probabilidade a posteriori 
em aproximadamente 0,2 (categoria C). Figura 8A: SugSNPt_012, loco trialélico no 
transcriptoma, com variação de (T/C/A). Figura 8B: SugSNPt_100, variação G/C, loco com 
baixa qualidade de dados, apresentando no transcriptoma baixa profundidade do número de 
reads (42/11). Ambos apresentaram dificuldades de classificação pelo programa 




Assim, podemos inferir que alguns possíveis fatores para o programa SuperMASSA, 
destoando das ploidias esperadas para a cana-de-açúcar, classificar um loco SNP com 
ploidia elevada, seriam: (1) locos que se encontrarem em regiões duplicadas do genoma, 
pelo fato de ele não distinguir entre cópias gênicas e dosagem alélica; (2) quando os locos 
apresentarem natureza trialélica e não bialélica, no qual o programa se baseia para os 
cálculos; (3) quando os dados forem de baixa qualidade. 
 
3.4 Comparação da frequência alélica Genômica e Transcriptômica 
 
Uma vez que os marcadores SNPs foram desenvolvidos por sequências transcritas 
obtidas pelo trabalho de Cardoso-Silva, et al. (2014), no qual os dois genitores da 
população de mapeamento em estudo, se encontram como parte das variedades utilizadas 
para a montagem do transcriptoma. Uma análise foi realizada com o intuito de verificar a 
relação entre: (1) as dosagens genômicas dos marcadores SNPs, obtida pela genotipagem e 
análise no SuperMASSA;  (2) a profundidade transcriptômica, número de reads referente a 
cada variação alélica do loco SNP, obtida por meio do análise de cada SNP na montagem 
do transcriptoma, obtidas para o Genitor 1(IACSP95-3018) e para o Genitor 2 (IACSP93-
3046) respectivamente. Visando, assim, verificar a estimação de ploidias e dosagens 
obtidas para cada loco SNP pelo programa SuperMASSA. 
Para tanto foi realizado o teste exato binomial, sendo a hipótese de nulidade a de que 
a razão entre as profundidades do número de reads do transcriptoma, e a razão entre as 
dosagens das duas formas alélicas obtidas na análise do SuperMASSA não diferiam entre 
si. A probabilidade de sucesso foi obtida por meio da razão entre a dosagem do alelo de 
menor massa e a dosagem do alelo de maior massa. Os números de sucessos e não-sucessos 
basearam-se nas profundidades de leitura do transcriptoma. O nível de significância 
considerado foi p<0,01. A fim de evitar a ocorrência de falsos-positivos, realizou-se a 
correção de Bonferroni, utilizando-se a função "binom.test()", implementada no programa 
R Core Team (2014). 
Os SNPs avaliados foram os que apresentaram número de reads do trancriptoma para 
ambos os alelos, excluindo os SNPs que se mostraram com variação alélica (presença de 
SNP) somente em um dos genitores. Assim, para o genitor 1, foram realizados 110 testes; 
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, o limiar foi de 4,04 (genitor 1) e 3,99 (genitor 2). 
Os resultados encontram-se demonstrados nas Figuras 9 (genitor 1) e 10 (genitor 2). 
Para o genitor 1 (IACSP95-3018), 54 (49,1%) dos 110 testes foram não significativos, ou 
seja, foi obtida uma proporção equivalente entre os dois alelos dos locos SNPs, tanto na 
análise genômica quanto na transcriptômica. E para o genitor 2 (IACSP93-3046) 52 
(52,5%) dos 99 testes foram não significativos (Figura 10). 
 
 
Figura 9: Análise pelo teste binomial dos 110 locos SNPs para o IACSP95-3018 (genitor 
1), com os locos SNPs no eixo x e o valor de –log (p-valor) no eixo y. A linha pontilhada 
representa o valor do limiar obtido pela correção de Bonferroni, nesse caso igual a 4,04. 
Cada ponto verde corresponde a um loco SNP. 
 
 Nas Figuras 9 e 10, podemos observar que os marcadores SNPs que ficaram abaixo 
da linha pontilhada são aqueles que possuem equivalência entre a razão do número de reads 
de cada alelo do loco SNP no transcriptoma com a razão entre a dosagem, calculada pelo 
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SuperMASSA. Ou seja, por dois métodos distintos obteve-se a mesma razão entre cada 
alelo do loco SNP em questão. Logo, seria uma forma de se afirmar a correta classificação 





Figura 10: Análise pelo teste binomial dos 99 locos SNPs para o IACSP93-3046 (genitor 
2), com os locos SNPs no eixo x e o valor de –log (p-valor) no eixo y. A linha pontilhada 
representa o valor do limiar obtido pela correção de Bonferoni, nesse caso igual a 3,99. 
Cada ponto azul corresponde a um loco SNP. 
 
Para o genitor 1, dos 56 SNPs que apresentaram p-valor acima de 4,04, ou seja, que 
demonstram uma não equivalência dos dados entre o genômico e o transcriptômico, temos 
que 41 (73,21%) são SNPs que apresentam altas ploidias: 25 com ploidia estimada em 20; 
nove, em 18; sete, em 16. Para o genitor 2, dos 47 SNPs que foram significativos, ou seja, 
que também demonstraram valores não equivalentes entre SuperMASSA e transcriptoma, 
40 (85,1%) também são SNPs classificados com ploidias elevadas: 20 apresentaram ploidia 
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estimada em 20; 14,  em 18; seis, em 16. Logo, temos outra demonstração de que o fato do 
programa SuperMASSA não realizar a distinção entre dosagem alélica e cópias gênicas no 
genoma, pode levá-lo a inferir e estimar ploidias elevadas para esses SNPs, ploidias que 
não são verdadeiramente corretas, como locos com ploidia 20, 18 e até 16. 
Outro fato a ser considerado que nos levou a obter resultados em média de 50% 
(49,1% para genitor 1 e 52,5% para genitor 2) dos SNPs correspondentes entre os dois 
métodos de análise, pode ser pelo teste estatístico utilizado. Como foi a primeira vez que 
esse tipo de comparação foi realizada, optou-se pela utilização de um teste estatístico mais 
conservativo- a correção de Bonferoni, e um p-valor de 0,01,  visando evitar falsos-
positivos. Essa ação pode ter contribuído para o resultado. Podemos inferir que, talvez, a 
utilização de uma análise um pouco menos conservativa, como o FDR (False Discovery 




O fato de os marcadores SNPs serem provenientes de genes envolvidos em vias 
metabólicas de extrema importância para a planta favoreceu a obtenção de grande 
quantidade de SNPs com ploidias elevadas, quando analisados pelo programa 
SuperMASSA. Como demonstraram nossos estudos, muitos dos genes escolhidos para 
desenvolvimento de SNPs tendem a estar ao menos em duplicação no genoma da espécie, o 
que torna os SNPs presentes nesses genes de difícil classificação para o programa 
SuperMASSA. A dificuldade vem do fato do SuperMASSA não ser hábil em distinguir 
dosagens alélicas de um determinado loco, de suas cópias duplicadas em tandem ou em 
outras regiões do genoma da cana-de-açúcar. Ao mesmo tempo, esse fato nos impulsiona a 
buscar soluções para a limitação demonstrada pelo SuperMASSA, a fim de tornar possível 
a distinção entre alelos de um mesmo loco e duplicação de locos. A distinção entre alelos e 
duplicação gênica é de fundamental importância no mapeamento genético de SNPs 
desenvolvidos em genes duplicados, principalmente se considerarmos que, conforme visto 
neste trabalho, uma parte significativa dos genes de importância econômica para a espécie 
estão duplicados no genoma. Desvendar esse caminho traria um grande avanço para o 
mapeamento genético e para a montagem de genomas.  
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Por outro lado, é importante ressaltar que foi possível desenvolver SNPs em genes 
envolvidos na expressão de características de interesse agronômico, o que os tornam 
excelentes candidatos para serem utilizados na seleção, em programas de melhoramento 
genético da espécie. Porém, para utilizá-los de maneira adequada para o mapeamento 
genético e seleção, novas metodologias genético-estatísticas são necessárias a fim de 
possibilitar o mapeamento e futura seleção das diferentes cópias gênicas no genoma. Uma 
alternativa, no momento, seria trabalhar com haplótipos, nos quais esses SNPs estivessem 
envolvidos em conjunto com outros presentes em cópia única, de maneira a identificar 
locos SNPs com ploidias esperadas (8 a 14) no mesmo haplótipo dos locos SNPs com 
ploidias elevadas. Dessa forma, os SNPs com ploidias esperadas deveriam estar 
suficientemente próximos e ligados à gene de interesse em questão, e, ao mesmo tempo,  
distantes o suficiente para diferenciar um haplótipo de outro. 
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A população de mapeamento da presente tese era, a príncipio, constituída de 220 
indivíduos F1, tendo sido desenvolvida pelo Programa de Melhoramento Genético da Cana-
de-Açúcar do Centro de Cana IAC/APTA-Ribeirão Preto-SP, obtida a partir de um 
cruzamento bi-parental entre as variedades IACSP95-3018 e IACSP96-3046.  
Estudos genotípicos e fenotípicos essenciais para o mapeamento genético e detecção 
de QTLs foram realizados com essa população. Visando garantir a identidade genotípica-
fenotípica dos indivíduos F1 dos experimentos plantados para avaliações fenotípicas em 
Sales de Oliveira-SP e em Ribeirão Preto-SP, efetuou-se a validação genotípica de todos os 
indivíduos presentes em ambos os experimentos. Tal validação foi realizada da seguinte 
forma: (1) extração e quantificação do DNA dos indivíduos; (2) amplificação de 11 locos 
SSRs previamente escolhidos pelo alto nível de polimorfismo; (3) separação dos produtos 
de amplificação; (4) genotipagem dos locos e (5) construção do dendograma de 
similaridade (método UPGMA e similaridade genética de Jaccard (Jaccard 1908)). Pelo 
cálculo da similaridade genética entre todos os indivíduos analisados através do programa 
NTSYS v.2.1(Rohlf 2000), foi possível agrupar os indivíduos com alta similaridade. Dos 
220 genótipos que compunham a população em estudo, 187 (85%) se mostraram 
equivalentes nas duas localidades de plantio, considerando a similaridade igual ou maior 
que 90%. Os 33 indivíduos (15%) restantes se mostraram com trocas de identidade e foram 
eliminados das análises. Maiores detalhes são encontrados no Anexo I. Esse estudo foi 
fundamental para obtermos uma identificação confiável de QTLs (Capítulo 1), os quais 
poderão ser utilizados futuramente em programas de seleção assistida por marcadores. 
Logo, em todos os estudos realizados com essa população de mapeamento, foram utilizados 
os 187 indivíduos F1 validados. 
 No ínicio dos trabalhos, para esta tese, marcadores microssatélites provenientes de 
sequências expressas do SUCEST (EST-SSRs) foram genotipados na presente população 
de mapeamento. Esses SSRs se juntaram aos marcadores já genotipados por Mancini 
(2010) e Marconi (2011) para compor o conjunto de marcas que geraram o mapa genético 
descrito no Capítulo 1. O desenvolvimento e a caracterização desses EST-SSRs encontram- 
se publicados em Marconi et al. 2011 (Anexo III). 
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O presente trabalho necessitou de uma série de otimizações metodológicas de 
genotipagem dos marcadores SNPs para organismos poliploides, a fim de garantir um 
resultado final confiável e de alta reprodutibilidade. Para tanto foi despendido tempo e 
esforços na realização de uma série de ensaios. Partindo de estudos anteriores do grupo, os 
quais indicavam uma possível tendência de aumento da variância dentro das classes 
genotípicas, à medida que as dosagens alélicas aumentavam, concluímos que, 
aparentemente, a genotipagem dos SNPs em dose única estavam otimizadas. Porém, à 
medida que a dosagem alélica aumenta, o ruído do sinal também aumenta. 
Até então, somente os marcadores em dose única serviam para os estudos sem 
necessidade de otimizações focadas em SNPs com elevadas dosagens alélicas. Contudo, 
com a implementação de uma nova abordagem a fim de detectar locos SNPs em múltiplas 
doses pelo programa SuperMASSA (Serang et al. 2012), uma série de otimizações foram 
necessárias para melhorar a acurácia da genotipagem. Essas otimizações encontram-se 
descritas por Mancini (2014, dados ainda não publicados) e os resultados obtidos após a 
utilização das otimizações nas genotipagens encontram-se descritos em Garcia et al. 2013 
(Anexo IV). 
Em paralelo às otimizações, estudos relacionados ao Sequenciamento de Nova 
Geração (NGS) foram realizados com o intuito de estabelecer protocolos e padronizá-los no 
LAGM (Laboratório de Análise Genética e Molecular-UNICAMP). Para tanto, foi 
realizado um estágio de três meses na Southern Cross University-Austrália utilizando o 
Illumina GAIIX como parte do estudo do transcriptoma da cana-de-açúcar, incluindo os 
métodos de preparação das amostras a partir de DNA genômico e de RNA para 
sequenciamento usando o método paired-end. Posteriormente, realizou-se no LAGM, o 
sequenciamento do cDNA de seis variedades comerciais de cana-de-açúcar, as quais são 
parentais de três populações de mapeamento mantidas em estudo pelo grupo. Esse trabalho 
culminou com a publicação “De novo assembly and transcriptome analysis of sugarcane 
contrasting varieties”, no periódico PlosOne, em 2014, com a autoria compartilha com 
Cardoso-Silva (Anexo V). Ressalte-se também a utilização dos dados desse trabalho de 
transcriptoma para a realização do Capítulo 2 da presente tese. 
 Após a otimização da genotipagem dos marcadores SNPs utilizando o Sequenom 
iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc., San Diego,California, USA), 290 locos SNPs 
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provenientes do SUCEST foram genotipados e se juntaram aos 241 previamente 
genotipados por Marconi (2011), totalizando 531 SNPs utilizados no Capítulo 1.   
Em seguida, 130 locos SNPs provenientes do Capítulo 2 também foram genotipados. 
Dessa forma, 661 locos SNPs foram genotipados e classificados com a melhor ploidia 
estimada, dada a maior probabilidade a posteriori pelo programa SuperMASSA. De posse 
dos resultados fenotípicos e genotípicos e, visando à utilização dos SNPs classificados em 
múltiplas doses (uma vez que no Capítulo 1 utilizamos apenas as marcas classificadas 
como dose única), foi realizado um estudo de análise de marcas individuais e de correlação 
genotípica-fenotípica. Buscando, desta forma por QTLs para as características relacionadas 
aos parâmetros de produção e de qualidade associadas aos SNPs em múltiplas doses. Os 
resultados encontram-se discutidos no Anexo II, no qual, no total, foram detectadas: (1) 24 
evidências de associação entre a marca e a característica e cinco possíveis efeito de 
pleiotropia, para análise de marca individual; (2) 12 correlações genotípica-fenotípicas 
significativas, sendo duas evidências de pleiotrópia. A utilização de um modelo de 
regressão linear para as análises se mostrou um método inovador para a utilização das 
múltiplas doses no estudo de poliploides complexos. 
Por fim, apesar dos avanços obtidos nos estudos de mapeamento genético em 
espécies com disponibilidade de linhagens endogâmicas (como os retrocruzamentos e as 
populações F2), a aplicação de tais técnicas e métodos de análise genético-estatística em 
espécies poliploides ainda é bastante restrita (Doerge; Craig, 2000; Gazaffi, 2009; Pastina 
et al., 2010; Gazaffi et al., 2010). Há várias dificuldades para se realizar o mapeamento em 
autopoliploides, por isso todos os mapas publicados até o momento abrangem somente as 
marcas dose única (segregação 1:1 e 3:1) como proposto por Wu et al.(1992 e 2002). 
Porém a construção de um mapa genético integrado, utilizando-se, simultaneamente, 
marcadores com diferentes tipos de segregação, além de mais realista do ponto de vista 
biológico, apresenta inúmeras vantagens, pois permite aumentar a saturação do mapa de 
ligação e estender a caracterização da variação polimórfica em todo o genoma (Mollinari, 
2012).  
Tendo em vista essa importância, esforços têm sido despendidos por nosso grupo: 
primeiramente, pelo desenvolvimento de uma plataforma que possibilitou o uso de 
marcadores SNPs realmente como codominantes na cana-de-açúcar, e pela utilização do 
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programa SuperMASSA (Serang et al., 2012), o qual tornou possível a classificação dos 
locos SNPs em ploidias estimadas.  Em seguida, pela elaboração (ainda em andamento) de 
um método genético-estatístico para realização de mapeamento genético utilizando as 
múltiplas doses dos marcadores SNPs. 
Mollinari (2012) apresenta um modelo para a construção de mapas genéticos em 
autopoliploides, com aplicações em cana-de-açúcar. Utilizando esse método que, no 
momento, encontra-se em período de aperfeiçoamento, realizamos uma demonstração com 
os dados da presente tese. Na Figura 1, encontra-se um exemplo de um grupo de homologia 
dodecaploide, sendo a Figura da esquerda a representação do genitor 1 (IACSP95-3018) e a 
da direita do genitor 2 (IACSP93-3046). Os locos SNPs são identificados pelos pontos 
coloridos. O genitor 1 para o loco SugSNP_0861 possui 10 cópias do alelo G e dois do 
alelo A, enquanto o genitor 2, oito do alelo G e quatro do A. Já para o loco SugSNP_0587, 







Figura 1: Representação de um grupo homologia dodecaploide de mapa genético, 
considerando as múltiplas doses, contendo SNPs (representados por pontos coloridos), 
microssatélites (representados por pontos cinza) e AFLPs (representados por pontos 
pretos). Os dois conjuntos de doze linhas verticais representam os grupos de homologia 
para os genitores e IACSP 95-3018 e IACSP 93-3046, respectivamente. A dosagem do 
marcador e o nucleotídeo referente a ela pode ser verificada pela diferença de cores dentro 
do mesmo loco. Ao lado dos grupos estão representados, à esquerda, os nomes dos 
marcadores e a indicação de suas localizações nos Grupos de Ligação (LG) do mapa em 
dose única (SDM). À direita da figura, a distância entre cada marcador. 
 
A introdução de outras dosagens dos marcadores SNPs no mapeamento genético trará 
grandes benefícios, ampliando a cobertura do genoma da espécie. Nesse caso, exposto na 
Figura 1, a introdução de dois marcadores SNPs utilizando sua ploidia dodecaploide 
possibilitou a junção de três Grupos de Ligação (LG) distintos do mapa genético 
apresentado no Capítulo 1, no qual foram utilizadas somente marcas em dose única (SDM). 
Os Grupos de Ligação 73 (Grupo de Homologia X), 78 e 79 (Grupo de Homologia XII), 
representados à esquerda da Figura 1, agruparam, ampliando a cobertura do genoma da 






































passo para abrir caminhos para modelos genético-estatísticos mais complexos de 
mapeamento de QTLs, como Mapeamento por Intervalo, Mapeamento por Intervalo 
































Resumo dos Resultados 
 
Os resultados apresentados nesta tese e resumidos a seguir demonstram que os 
objetivos foram alcançados. 
 
Capítulo 1 
 A utilização de marcadores AFLP, SSRs e SNPs possibilitou a construção do mapa 
genético com cobertura de 4512,6 cM, formando 118 GL agrupados em 16 HG. 
 A utilização de marcadores SNPs em dose única, porém classificados em nível de 
ploidia pelo programa SuperMASSA, adicionou informações aos grupos de 
homologia (HG) aos quais esses SNPs se ligaram. O nível de ploidia apresentado 
pelo SNP é um indicativo de quantos LGs o HG terá. Essa informação nunca foi 
antes obtida para mapeamento genético em cana-de-açúcar. 
 Os dados dos marcadores demonstram que a maioria deles não se encontra com 
segregação em dose única, como foi relatado por Garcia et al. (2013), que contraria, 
porém os trabalhos que atestam que a maioria do genoma da cana-de-açúcar está 
em dose única (Aitken et al., 2014). 
 Os dados fenotípicos demonstraram boa precisão experimental. 
 O uso da metodologia CIM possibilitou a obtenção mapeamento de QTLs mais 
informativo para cana-de-açúcar: 
 Detecção de 25 QTLs, sendo seis (Diâmetro), cinco (Peso), quatro (Altura), 
cinco (fibra), dois (Pol) e três (Brix). 
 A porção da variação fenotípica explicada por cada QTL variou de 0,069% 
(Brix) a 3,87% (Fibra).  
 Efeitos aditivos e de dominância foram estimados e possibilitaram a 
estimação da taxa de segregação de cada QTL, variando de 1:2:1, 3:1 e 1:1. 
 
Capítulo 2 
 Desenvolvimento dos locos SNPs em exons foi eficiente. 
 Pela escolha das vias metabólicas foi possível direcionar o desenvolvimento de 
SNPs em genes de importância para espécie. 
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 Foi possível a caracterização das ploidias e dosagens dos locos SNPs, detectando 
uma grande quantidade de locos SNPs com ploidias elevadas (16, 18 e 20). 
 A investigacao dos locos SNPs com altas ploidias se mostrou eficiente, sugerindo, 
entre outras possibilidades: 
 Duplicações gênicas 
 Regiões trialélicas no genoma 
 Baixa qualidade dos dados 
  A duplicação gênica se enquadra como um novo desafio para a genotipagem e 
mapeamento de marcadores SNPs em plantas (poliploides ou não).  Já era 
conhecido que genes importantes para o metabolismo dos vegetais, os quais 
geralmente estão intimamente associados a características econômicas, podem 
apresentar duplicações gênicas. Neste trabalho foi possível relatar grande 
quantidade de SNPs gênicos de importância econômica com evidênicas de eventos 
de duplicação, o que dificulta a inserção destes SNPs a um mapa genético. Sendo 
assim, um resultado importante foi constatar que novas metodologias e tecnologias 
devem ser desenvolvidas para ultrapassar essa limitação e possibilitar que avanços 
no mapeamento de QTLs, associados a genes de importância econômica possam 
ocorrer.  
 A comparação das frequências SuperMASSA x Transcriptoma foi útil por mostrar 

















As genotipagens dos marcadores moleculares e as análises fenotípicas permitiram a 
obtenção de um mapa genético funcional e mapeamento de QTLs de características 
importância econômica na população F1. A utilização dos marcadores SNPs com 
informações ploidia-dosagem e o uso da metodologia CIM foi o diferencial que agregou 
novas informações ao mapeamento genético e de QTLs na cana-de-açúcar. 
Marcadores SNPs desenvolvidos nos genes envolvidos em vias metabólicas de 
extrema importância para a planta possibilitaram identificar evidências de duplicação 
desses genes no genoma da espécie. Fato obtido pela caracterização destes SNPs em 
ploidias elevadas pelo SuperMASSA. 
Também concluímos que maiores avanços para o mapeamento genético em cana-de-
açúcar estão vinculados à necessidade da utilização dos marcadores SNPs em múltiplas 
doses para o mapeamento genético. Além disso, devemos reconsiderar a eliminação dos  
SNPs estimados com ploidias elevadas para o mapeamento genético, o que pode resultar 






















































Os resultados apresentados nesta tese auxiliam na ampliação do conhecimento sobre a 
genética da cana-de-açúcar, abrindo novos caminhos de estudos que gerarão grandes 
avanços científicos para a melhor compreensão da arquitetura genética e genômica dessa 
espécie e, consequentemente, para o melhoramento seu genético.  
O desenvolvimento de SNPs em genes de extrema importância para a espécie, os 
quais possuem evidências de duplicação gênica no genoma, possibilita que tais marcadores 
possam ser utilizados como sondas para detectar essas regiões em bibliotecas de BACs 
(Bacterial Artificial Chromosome). A identificação física desses genes e seus diferentes 
alelos ampliará o conhecimento genético e genômico da cana-de-açúcar, voltados desde o 
mapeamento genético à regulação da expressão gênica. E contribuirá para o delineamento 
de tecnologias que possam favorecer o uso dessas informações associadas ao melhoramento 
da cana-de-açúcar.  
A descoberta de SNPs em genes duplicados de interesse econômico também induzirá 
esforços no sentido de desenvolver metodologias capazes de aprimorar o programa 
SuperMASSA. Para que esse programa possa, futuramente, realizar uma diferenciação 
entre dosagem alélica e cópias gênicas e promover análises independentes do número de 
cópias que estejam presentes no genoma. 
 Visando uma maior saturação do mapa genético, uma nova abordagem deverá ser 
aplicada: a utilização da metodologia de genotipagem por sequenciamento ou GBS 
(Genotyping-by-Sequencing - Elshire et al. 2011). Por ser uma técnica robusta e de alto 
rendimento, vem sendo aplicada em várias espécies, inclusive as de grande variabilidade 
genética. Além disso, para obtenção de uma maior saturação, a inserção de marcadores 
SNPs em múltiplas doses é essencial. Um exemplo desse mapeamento com múltiplas doses 
foi descrito na presente tese e esforços têm sido realizados para a inserção de muitos outros 
marcadores em múltiplas doses, com o auxílio do grupo do Prof. Dr. Antônio Augusto 
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Validação da População de Mapeamento 
 
A população em estudo foi inicialmente instalada em uma propriedade particular em 
Sales de Oliveira, onde foram obtidas as avaliações fenotípicas nos anos de 2008 e 2009. 
Entretanto, com a venda da propriedade, o experimento foi transferido para o Centro de 
Cana de Ribeirão Preto do Instituto Agronômico de Campinas (IAC). Nesse local, passou 
pelas avaliações nos anos de 2012, 2013 e 2014 (Capítulo 1). Assim, visando confirmar a 
identidade dos indivíduos F1, do experimento plantado em Sales de Oliveira comparando 
com os plantados em Ribeirão Preto, foi realizada avalidação dos genótipos, baseando-se 
nas seguintes fases: (1) extração e quantificação do DNA dos indivíduos, (2) amplificação 
de 11 locos SSRs previamente escolhidos pelo alto nível de polimorfismo (Tabela1), (3) 
separação dos produtos de amplificação, (4) genotipagem dos locos e (5) construção do 
dendograma de similaridade, visando agrupar os indivíduos com alta similaridade. 
No total, 11 locos EST-SSR descritos em Marconi et al. (2011) foram escolhidos para 
serem amplificados. Essa opção baseou-se no nível de polimorfismo desses marcadores na 
progênie, pois quanto mais alelos presentes, mais informação é gerada para se fazer a 
comparação dos indivíduos (Tabela 1).  
 
Tabela 1: Locos utilizados para Validação da População 
 
Locos Número de Alelos Temp. Anelamento (°C) Tamanho (pb) 
SCB130 5 58.9 124 
SCB248 5 61 330 
SCB270 5 62.7 291 
SCB292 7 58.9 181 
SCB311 5 62.7 152 
SCB312 5 64.7 215 
SCB378 9 63.9 204 
SCB381 14 61 248 
SCB436 13 61 181 




Os genitores e a população F1 plantados nas duas localizações foram avaliados para a 
comparação e validação de cada um dos indivíduos do cruzamento em estudo. Foram 220 
indivíduos de cada localidade, totalizando 440 indivíduos analisados. 
Dos 220 genótipos que compõem a população em estudo, 187 se mostraram 
equivalentes nas duas localidades de plantio, considerando a similaridade igual ou maior 
que 90% (Figura 1). Os 33 indivíduos (15%) restantes se mostraram com trocas de 
identidade, como por exemplo, o indivíduo 19 de Ribeirão Preto que se agrupou com mais 
de 90% de similaridade com o 109 de Sales de Oliveira. Esse fato caracteriza uma possível 
troca do material ou uma possível contaminação. Os indivíduos apresentam alelos 
diferentes aos genitores da população, possivelmente originados por brotações no próprio 
campo experimental, já que a área de plantio do experimento é, há muitos anos, usada para 























































Figura 1: Parte do Dendograma apresentando o grau de Similaridade entre os indivíduos 




Essa certificação de identidade dos indivíduos acrescentou muito trabalho e custos ao 
projeto. Esse controle, porém, foi fundamental, de modo a obtermos absoluta certeza da 
correspondência entre fenótipo e genótipo. Somente assim foi possível realizar uma 
identificação confiável de QTLs válidos (Capítulo 1), os quais poderão ser utilizados 
futuramente em programas de seleção assistida por marcadores. 
 
Conclusões 
Embora a validação da população tenha dispendido um longo trabalho, foi de extrema 
importância para a identificação dos genótipos que são de fato iguais nas duas localidades. 
De um total de 220 indivíduos, tivemos 187 equivalentes, ou seja, 85% da população em 
estudo. Essa análise também foi fundamental para revelar quais genótipos não pertenciam à 
população e quais haviam sido trocados, o que evitou erros e trouxe, no final, maior 

















































Detecção de QTLs considerando diferentes ploidias em cana-de-açúcar utilizando 
análise de marcas individuais 
 
A construção de mapas genéticos e a identificação de QTLs em organismos 
poliploides têm sido baseadas em marcadores de dose única (Wu et al. 1992 e Wu et al., 
2002), uma vez que métodos estatísticos que possibilitam a utilização de diferentes 
segregações dos marcadores moleculares para o mapeamento genético na cana-de-açúcar, 
ainda se encontram em desenvolvimento (Mollinari, 2012). Por ser uma espécie com 
complexidade genética extremamente elevada, a elaboração de métodos para o 
mapeamento de múltiplas doses não é um processo trivial e requer um longo período de 
aprimoramento. Logo, a identificação de QTLs utilizando marcadores em múltiplas doses 
através de um mapa genético prévio ainda não é possível, pela inexistência de um método e 
um programa computacional adequado. 
Visando utilizar os marcadores SNPs classificados em seu nível de ploidia e dosagem 
alélica, os quais foram genotipados na população de mapeamento em estudo (IACSP95-
3018 e IACSP-96-3046) e analisados pelo programa SuperMASSA (Serang et al., 2012), 
foi utilizada a análise de marcas individuais  (single marker analysis- SM),  para a detecção 
de QTLs associados aos parâmetros de produção (diâmetro, altura, número e peso dos 
colmos) e os parâmetros de qualidade (Brix, Pol e fibra).  
Entre os modelos estatísticos para estabelecer a relação entre o genótipo e fenótipo do 
indivíduo, a análise de marcas individuais (Single Marker - SM) é um método simples e 
amplamente utilizado para mapeamento de QTLs em cana-de-açúcar, aplicada por Al- 
Janabi et al. (2007), Piperidis et al. (2008), Aitken et al. (2008), Pinto et al. (2009). Essa 
abordagem pode ser implementada através de testes t, análise de variância, regressão linear 
simples e múltipla (Pastina et al. 2010). Entre as principais vantagens desse método, 
destacam-se a simplicidade e rápida velocidade de execução das análises, o fato de um 
mapa genético não ser necessário, e a possibilidade de ser estendido para modelos de 
múltiplos locos (Pinto et al. 2009; Pastina et al. 2010). 
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Realizou-se também um estudo da análise de correlação genotípica-fenotípica 
considerando uma marca por vez entre todos os indivíduos da população de mapeamento de 
cana-de-açúcar. 
 
Material e Métodos 
 
População de mapeamento e dados fenotípicos 
 
 A população de mapeamento utilizada foi derivada do cruzamento entre as 
variedades comerciais IACSP95-3018 (genitor feminino) e IACSP96-3046 (genitor 
masculino), composta por 187 indivíduos F1, ambas do Programa de Melhoramento de 
Cana-de-Açúcar do Centro de Cana- IAC/ APTA, Ribeirão Preto-SP. Os genitores 
apresentam altas concentrações de alelos favoráveis para os componentes de produção, 
sendo que IACSP95-3018 apresenta suscetibilidade à ferrugem, enquanto IACSP93-3046 
resistência a ela. O genitor masculino faz parte das campanhas de cruzamentos do programa 
de melhoramento e foi lançado como variedade em 2005.  
A população foi plantada inicialmente em Sales de Oliveira-SP, em um ensaio 
constituído de quatro blocos casualizados, tendo como tratamentos comuns, em cada bloco, 
os respectivos genitores e os padrões SP81-3250 e RB835486, onde duas avaliações 
fenotípicas foram, previamente, realizadas (2008 e 2009). E no Centro de Cana de Ribeirão 
Preto-SP do Instituto Agronômico de Campinas (IAC), onde o experimento passou pelas 
avaliações nos anos de 2012, 2013 e 2014. Os parâmetros avaliados foram: de produção 
(diâmetro, altura, número e peso dos colmos) e de qualidade (Brix, Pol%Cana, fibra). A 





 Havia 241 locos SNPs genotipados por Marconi (2011), mais 290 locos SNPs foram 
genotipados pelo presente trabalho, totalizando 531 locos SNPs desenvolvidos a partir do 
projeto SUCEST (Projeto de Sequenciamento de EST de Cana-de-Açúcar – Sugarcane 
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Expressed SequenceTag) já descrito por Garcia et al. (2013).  Mais 130 locos SNPs foram 
genotipados nessa população de mapeamento, provenientes do transcriptoma (Cardoso-
Silva et al., 2014), os quais foram descritos no Capítulo 2 desta tese. No total, 661 locos 
SNPs foram genotipados nessa população de mapeamento. O método de genotipagem dos 
SNPs utilizado foi espectrometria de massa através da plataforma Sequenom iPLEX 
MassARRAY® (Sequenom Inc., SanDiego, Califórnia, USA). A genotipagem seguiu o 
guia descrito pelo fabricante (iPLEXGold Application Guide - Sequenom). Ambos os 
genitores da população segregante foram genotipados 20 vezes para cada loco SNP, 
conforme descrito no Capítulo 2. 
 
Classificação dos locos SNPs 
 
Todos os locos foram classificados usando o programa SuperMASSA (Serang et al. 
2012). Para a estimação dos genótipos dos genitores e dos indivíduos da progênie e também 
do nível de ploida do loco, o programa leva em consideração a razão entre a intensidade das 
duas varrições alélicas do loco, tanto nos indivíduos da progênie quanto nos genitores e 
também a distribuição teórica da frequência dos genótipos na progênie, considerando a 
herança completamente polissômica. A estimativa da ploida é feita escolhendo-se a ploida 
que resulta na máxima probabilidade a posteriori em uma determinada faixa de busca. No 
caso desse trabalho, as ploidas pares variaram entre 2 e 20. Ainda, a cada indivíduo 
classificado foi calculada a probabilidade de pertencer à classe genotípica em que foi 
alocado, dada a ploidia mais provável, também chamada de probalilidade a posteriori 
individual. Após todos os locos SNPs serem classificados para a ploidia mais provável, os 
locos SNPs foram classificados seguindo o padrão estipulado por Garcia et al. (2013): (1) 
categoria A: locos SNPs probabilidade a posteriori maior ou igual a 0,8; (2) Categoria B: 
locos SNPs em que a soma das duas maiores probabilidade a posteriori individuais é maior 
ou igual a 0,8 ; (3) Categoria C: todas as outros casos. Uma subclassificação foi realizada 
para os locos classificados como B, dividindo a categoria em: (1) B.1: Locos SNPs com a 
mediana da probalilidade a posteriori individual maior que 0,8 e (2) B.2: Locos SNPs com 





Análises das marcas individuais e de correlação genotípica-fenotípica das 
características quantitativas  
 
Os SNPs pertencentes à categoria A e B1 foram submetidos a análises de marcas 
individuais, enquanto os classificados em categorias B.2 foram submetidos a análises de 
correlação genotípica-fenotípica. Devido à baixa qualidade de classificação, os SNPs da 
categoria B.2 tiveram como informação genotípica utilizada a razão entre as intensidades 
dos alelos de cada indivíduo, originadas pela genotipagem dos locos SNPs pelo Sequenom 
Iplex MassARRAY® (Sequenom Inc., San Diego, Califórnia, USA). Para ambas as 
análises, a associação entre os SNPs com as características genotípicas foi adotado o 
seguinte modelo regressão linear: 
𝑦𝑗 =  𝜇 + 𝑏𝑥𝑗 + 𝑒𝑗 
 
Onde, yj é o fenótipo do j
°-ésimo indivíduo, μ é a média geral, b é o efeito aditivo, 
xj é a dosagem alélica do j
°-ésimo indivíduo e  ej é o termo residual. A hipótese de nulidade 
testada foi a ausência de associação H0: b = 0. Os critérios utilizados para detectar 
evidências de associação foram p-valor maior ou igual a 0,01 (correção de Bonferroni para 
múltiplos testes) (Province 1999). Para os SNPs com evidência de associação, a proporção 
da variação fenotípica explicada pelo genótipo foi estimada por meio do coeficiente de 
determinação (R2). Esse coeficiente também foi utilizado como uma medida do ajuste do 
modelo. Todas as análises foram realizadas no programa R (R Core Team, 2014). 
 
Resultados e discussão 
 
Classificação dos locos SNPs 
 
A ploidia estimada para os 661 locos SNPs, através do programa SuperMASSA 
(Serang et al. 2012), variou de 2 a 20, sendo distribuídas nas categorias da seguinte 
maneira: (1) Categoria A: 495 locos SNPs (74,88%); (2) Categoria B: 120 (18,15%) e (3) 




Figura1: Classificação dos 661 locos SNPs genotipados na população de mapeamento e 
avaliados pelo SuperMASSA, distribuídos nas categorias A com 495 SNPs, B com 120 e C 
com 76. Em vermelho os locos SNPs classificados com ploidia de 6 a 14; em amarelo, 
outras ploidias. 
 
Esse resultado corrobora com o encontrado por Garcia et al. (2013) que relata na 
categoria A: 77,6%; B:17,4% e C: 5%, resultado já esperado, uma vez que a maioria dos 
locos SNPs, 531 (80%), são os mesmos utilizados por este trabalho. 
 A identificação dos locos classificados entre as ploidias 6 e 14 foi realizada visando 
somente à sua utilização para a análise de regressão e detecção de QTLs,  já que esses 
seriam os níveis de ploidias mais prováveis para as variedades modernas de cana-de-açúcar, 
segundo estudos feitos nos trabalhos de D’ Hont et al. (1996); D’Hont et al. (2005) e 
Garcia et al. (2013).  Foram obtidos 43,84% de locos SNPs com ploidias de 6 a 14 para a 
categoria A (Figura 1-vermelho), 30% para a B e 7,9% para a C. Uma segunda 
classificação foi realizada dentro da categoria B, em B1 e B2, visando separar os locos 





Figura 2: Locos SNPs com ploidias de 6 a 14, classificados nas categorias A e B, em que 
B1 (vermelho) são os locos com mediana da probabilidade a posteriori individual superior 
a 0,8.  B2 (amarelo) são os locos SNPs com mediana da probabilidade a posteriori 
individual inferior a 0,8. Os SNPs em vermelho (207 no total) foram os utilizados para 
análise de marca individual para detecção de QTLs; os SNPs em amarelo (32) foram 
utilizados para análise de correlação genótipo x fenótipo. 
 
 
Análise de marcas individuais 
 
Os 207 locos SNPs pertencentes à categoria A e B.1 com ploidias variando de 6 a 14 
foram utilizados na análise de marcas individuais para os parâmetros de produção 
(diâmetro, altura, número e peso dos colmos) e para os parâmetros de qualidade (Brix, 
Pol%Cana e fibra). Foi considerado um nível de significância igual a 1% (p < 0,01), para 
detectar evidência de associação.  
Foram detectadas, no total, 24 evidências de associação entre a marca e a 
característica e cinco possíveis efeitos de pleiotropia, ou seja, um único alelo influenciando 
mais de uma característica fenotípica (Figura 3). A magnitude da proporção da variação 
fenotípica (R2) explicada pelo genótipo variou de 29,86% para Brix%Caldo a 2% para 








Tabela 1. Detecção de associações entre a marca e a característica nos indivíduos da população segregante derivada do 
cruzamentoIACSP95-3018 e IACSP93-3046, sendo os locos SNPs denominados SugSNP, são provenientes do SUCEST e os SugSNPt 
do Transcriptoma. 
 






























SugSNP_0062 4,11 2,15 3,88 2,05                     
SugSNP_0456 29,86 2,91 27,88 2,72 
          SugSNP_0868 5,36 2,67 4,79 2,43 
          SugSNPt_089 4,6 2,34 4,12 2,13 
          SugSNP_0251 
    
6,33 3,12 
        SugSNP_0472 
    
3,94 2,08 
        SugSNP_0618 
    
5,56 2,77 
        SugSNP_0114 
      
3,85 2,04 
      SugSNP_0336 
      
5,02 2,52 
      SugSNP_0717 
      
3,83 2,03 
      SugSNP_0650 
      
4,02 2 
      SugSNP_0079 
        
3,93 2,08 
    SugSNP_0155 
        
5,65 2,81 
    SugSNP_0550 
          
4,77 2,52 
  SugSNP_0332 
          
6.5 2,62 
  SugSNPt_112 
          
3,76 2,02 
  SugSNPt_090 
          
6,13 2,6 4,56 2,03 
SugSNP_0570 
          
4,92 2,42 




O baixo valor da variação fenotípica, encontrado para a maioria dos marcadores, pode ser 
justificado, ao menos em parte, pelo ao alto nível de ploidia da cana-de-açúcar e à existência de 
vários alelos em cada loco, os quais influenciam a mesma característica e fazem com que o 
efeito individual de cada associação seja baixo (Hoarau et al. 2002). Pinto et al. (2009) também 





Figura 3. Análise de marcas individuais associados com Brix%Caldo, Pol%Cana, porcentagem 
de fibra, diâmetro, peso, altura dos colmos e número de perfilhos. A linha pontilhada cinza 
representa nível de significância de 1% (Correção de Bonferroni); a cinza clara com p-valor de 
0,05, considerando somente os locos SNPs pertencentes à categoria A e B.1 entre os indivíduos 
da população segregante; os pontos azuis representam os 531 locos SNPs provenientes do 






Evidências de associação para a característica fibra foram encontradas nos locos 
SugSNP_0251, SugSNP_0472 e SugSNP_0618, com R2 variando de 6,33, 5,94 e 5,56 
respectivamente. Para diâmetro dos colmos, foram detectadas quatro evidências variando de 
3,83% (SugSNP_0717) a 5,02% (SugSNP_0336). Observa-se para o peso dos colmos e número 
de perfilhos, duas evidências para cada, sendo SugSNP_0079 (3,93%) e SugSNP_0155 
(5,65%)  para o primeiro e SugSNPt_090 (4,56%) e SugSNPt_088 (4,44%) para a segunda. O 
maior número de evidências de associação foi detectado para altura dos colmos, com o total de 
cinco locos SNPs com variação fenotípica entre 3,76 a 6,5%. Para Brix%Caldo e Pol%Cana, 
quatro evidências foram detectadas, variando de 29,86% para Brix e 27,88% para Pol 
(SugSNP_0456) a 4,11% e 3,88% (SugSNP_0062) respectivamente (Tabela 1).  
Cinco possíveis efeitos pleiotrópicos foram encontrados entre as características altura dos 
colmos e número de perfilhos, pelo loco SugSNPt_090, e quatro efeitos entre as características 
Brix%Caldo e Pol%Cana (SugSNP_0062, SugSNP_0456, SugSNP_0868 e SugSNPt_089).  As 
características Brix%Caldo e Pol%Cana apresentaram estimação significativa de correlação 
positiva (0,91), como demonstrado no Capítulo 1, assim como altura dos colmos e número de 
perfilhos com correlação positiva de 0,35. Infere-se, portanto, a possibilidade de essas 
características correlacionadas estarem sob influência na mesma região do genoma. Outros 
estudos envolvendo sorgo (Shiringani et al. 2010), milho (Clark et al. 2006) e trigo 
(Sukhwinder-Singh et al. 2012) também encontraram efeitos pleiotrópicos.  
Como já relatado, todos os SNPs que apresentaram associações com as características 
citadas acima possuíam os níveis de ploidia estimada variando de 6 a 14. Dos 19 locos SNP 
com evidências, 10 (53%) apresentam ploidia octaploide, o que corrobora com os estudos que 
relatam o número básico de cromossomos de x=8 e x=10 para as espécies S. spontaneum e S. 
officinarum respectivamente (D’Hont et al. 1996, 1998). 
 
Análise de Correlação genotípica-fenotípica 
 
A correlação genotípica-fenotípica para os parâmetros de produção (diâmetro, altura e 
peso dos colmos) e de qualidade (Pol%C e fibra) foram feitas considerando nível de 
significância de 0,05% (p < 0.005). Foram utilizados os 32 locos SNPs classificados como B.2 
(Figura 2). Um total de 12 correlações genotípica-fenotípicas significativas foram encontradas, 
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sendo duas evidências de pleiotropia, para o loco SugSNP_0819, que apresenta correlação entre 
diâmetro e peso de colmos, e para o SugSNP_0756 para peso e altura dos colmos (Tabela 2, 
Figura 4). As características diâmetro e peso de colmos apresentas correlação fenotípica 
positiva (0,66), assim como as de peso e altura dos colmos (0,55), corroborando com os 
resultados de pleiotrópia encontrados (Capítulo 1). 
A amplitude da porção fenotípica explicada pelo genótipo (R2) variou de 4,03% para peso 
de colmos (SugSNP_0529) a 2,47% para fibra (SugSNP_0662) (Tabela 2). 
 
Tabela 2. Análise de correlação genotípica-fenotípica entre os indivíduos da população 
segregante IACSP95-3018 e IACSP93-3046, sendo que os locos SNPs denominados SugSNP 
são provenientes do SUCEST, e os SugSNPt, do Transcriptoma. 
Característica Pol% Caldo Fibra%Cana 
Diâmetro dos 
colmos 

















SugSNP_0422 1,36 3,01 
        SugSNP_0662 
  
1,38 2,47 
      SugSNPt_075 
  
1,47 3,18 
      SugSNP_0819 
    
1,62 2,93 1,54 2,75 
  SugSNP_0393 
    
1,91 3,43 
    SugSNP_0529 
      
2,17 4,03 
  SugSNP_0756 
      
1,44 2,96 1,37 2,77 
SugSNP_0785 
      
2,03 3,68 
  SugSNP_0212 
        
1,4 2,52 





Figura 4. Análise de correlação genotípica-fenotípica, Pol%Cana, porcentagem de fibra, 
diâmetro, peso e altura dos colmos. A linha pontilhada representa nível de significância de 5% 
(Correção de Bonferroni) considerando somente os locos SNPs pertencentes à categoria B.2 
entre os indivíduos da população segregante; os pontos azuis representam os 531 locos SNPs 
provenientes do SUCEST; os verdes, os 130 locos SNPs provenientes do Transcriptoma 
(Capítulo 2 da presente tese). 
 
Conclusão 
A utilização do método de análise de marca simples para detecção de QTLs era o único 
método que possibilitaria o uso dos marcadores SNPs em múltiplas doses. Logo, mesmo 
possuindo um poder estatístico menor do que os outros métodos como mapeamento por 
intervalo e mapeamento por intervalo composto, foi o método que possibilitou a utilização dos 
locos SNPs classificados em outras dosagens que não os de dose única. A identificação de 
evidênicas de QTLs pela análise de marca individual e a de correlação fenótipo-genótipo 
forneceu-nos informações prévias sobre prováveis QTLs presentes nessa população segregante, 
e serão úteis para uma possível aplicação nos programas de melhoramento da espécie. 
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